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La presente invention a pour objet un procede d'hydrolyse des epoxydes fluores 
comportant un ou plusieurs groupements CF 3 , et plus particulierement un procede 
permettant de trailer un melange d'enantiomeres .£R) et (S) de tels epoxydes fluores, de 
maniere a enrichir le melange en Tun des enantiomeres de cet epoxyde et a obtenir en 
parallele le diol vicinal correspondant a I'autre enantiomere. Elle a en particulier pour objet 
un procede permettant la separation des enantiomeres (R) et (S) et plus particulierement un 
procede permettant I'enrichissement en isomere de configuration absolue (S) et en diol de 
configuration (R), ou inversement, I'enrichissement en isomere de configuration absolue (R) 
et en diol de configuration (S). [.'invention a aussi pour objet un procede permettant de 
produire les enantiomeres et/ou les diols vicinaux sous forme enantiopure ou 
enantiomeriquement enrichie. 

Une autre application de ce procede est la biohydrolyse non enantioselective d'un 
epoxide racemique ou non racemique. 

Les epoxydes sont des intermediates tres importants en synthese organique car ils 
possedent une grande reactivite. lis combinent en effet I'interet de posseder une tensionde 
cycle importante et d'avoir un atome d'oxygene nucleofuge. La presence d'un carbone 
asymetrique conduit a des molecules possedant deux formes stereoisomeriques 
(enantiomeres) distinctes, la forme (R) et la forme (S), I'une etant I'image de I'autre dans un 
miroir. II peut etre important, dans certains cas, de disposer uniquement de I'une de ces 
formes et il convient alors de disposer de moyens pour separer ces deux stereoisomeres ou 
pour synthetiser specifiquement Je stereoisomere desire. 

Les molecules fluorees ont un positionnement interessant aussi bien en agrochimie 
qu'en pharmacie. L'acces aux epoxydes et diols vicinaux fluores de configuration (R) ou (S) 
presente done un interet, notamment en temps qu'intermediaire de synthese de ces 
5 molecules fluorees. 

L'utilisation de champignons microscopiques et de proteines d'origine fongique a ete 
decrite comme pouvant servir a la separation des stereoisomeres de certains epoxydes. 

Ainsi, EP-A-0 611 826 decrit un procede de production d'epoxydes optiquement 
enrichis utilisant des champignons microscopiques choisis dans divers genres. Suivant le 
champignon utilise, la reaction permet de preparer la forme (R) ou la forme (S) d'un epoxyde. 

WO-A-0068394 decrit I'isolement, le clonage et la sur-expression d'une enzyme dite 
epoxyde hydrolase a partir d'un champignon du genre Aspergillus et ('utilisation de cette 
epoxyde hydrolase pour la preparation de molecules enantiomeriquement enrichies a partir 
de melanges d'isomeres de composes epoxydes decrits en des termes tres generaux. Une 
etude reaiisee sur I'oxyde de pa/a-nitrostyrene a revele une plus forte affinite et une 
constante catalytique de I'enzyme superieure pour I'enantiomere (R) par rapport a 
I'enantiomere (S), conduisant a I'hydrolyse rapide de I'isomere (R) en son diol 
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correspondant. Ce document divulgue la sequence proteique et la sequence nucleotidique 
de Pepoxyde hydrolase d'un champignon Aspergillus niger, ce qui permet a ce document de 
proposer ia production de Penzyme par genie genetique. 

Comme le rappelle ie document EP-A-0 611 826, il existe de nombreuses classes 
5 d'epoxydes. Le procede est exemplifie dans ce document sur un nombre restreint de 
composes, a savoir Poxyde de 3-chlorostyrene, Ie glycidol, Tally! giycidyl ether, le 3,4-epoxy- 
1-butene, le 1 ,2-epoxyhexane, le 2,3-epoxypropylebenzene et Poxyde de styrene, alors que 
la variete des 6poxydes et des groupements reactifs qu'Hs sont susceptibles de porter, est 
tres vaste. 

10 Une activite epoxyde hydrolase, et en particulier une activite epoxyde hydrolase 

enantioselective, sur des epoxydes comportant un ou plusieurs groupes CF 3 n'a jamais ete 
demontree. Compte tenu du caractere particulier des epoxydes comportant un ou plusieurs 
groupes CF 3 , en particulier du fait de Pelectronegativite importante du fluor, il etait 
notoirement impossible a Phomme du metier de prevoir la reactivite et la specificite d'une 

15 enzyme particuliere selon Pinvention par rapport a ce type de substrat. 

La presente invention a done pour objectif principal de proposer un procede 
permettant I'hydrolyse d'epoxydes porteurs de motifs trifluoromethyle. 

Elle a plus particulierement pour objet un tei procede permettant la separation des 
20 enantiomeres (R) et (S) d'epoxydes porteurs de motifs trifluoromethyle a partir d'un melange " 
-racemique ou non racemique- d'enantiomeres dudit epoxyde. 

Un autre objectif de Pinvention est de proposer un tel procede utilisable pour la 
preparation d'epoxydes ou de diols comme intermediaires pour la synthese de produits 
pharmaceutiques, agrochimiques ou phytosanitaires. 

25 

Les demandeurs ont pu demontrer pour la premiere fois que des epoxydes porteurs 
de motifs trifluoromethyle peuvent etre hydrolyses avec ouverture de Pepoxyde et formation 
d'un diol, et en outre que ces epoxydes peuvent etre separes de maniere enantioselective, 
en utilisant une epoxyde hydrolase telle que celle d'Aspergillus niger LCP521 . Ceci leur a 

30 permis de mettre au point un procede permettant la transformation enantioselective 
d'epoxydes -racemiques ou non racemiques- d CF 3 , base sur Pemploi de cette epoxyde 
hydrolase ou d'une proteine ou polypeptide analogue ayant une activite epoxyde hydrolase 
sur des epoxydes a motif trifluoromethyle. 

Suivant une variante de Pinvention, et comme on Ie verra infra, la transformation peut 

35 etre conduite dans des conditions qui ne sont pas ou peu enantioselectives, et cette variante 
peut etre mise a profit pour une hydrolyse non ou peu enantioselective d'epoxydes. 
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La presente invention a done pour objet un precede d'hydrolyse d'un epoxyde fluore 
comportant un ou plusieurs groupes CF 3 , de preference un epoxyde de formule (I) telle que 
decrit ci-apres, precede dans lequel on traite I'epoxyde en presence d'eau avec une proteine 
ayant une activite epoxyde hydrolase (EH) sur les epoxydes a CF 3 de maniere a induire 
5 I'ouverture de I'epoxyde et la formation du diol vicinal. L'epoxyde peut etre un isomere (R) ou 
(S), ou un melange, racemique ou non racemique, de ces isomeres. 

La presente invention a plus particulierement pour objet un precede permettant de 
transformer un melange d'enantiomeres (R) et (S) d'un epoxyde fluore comportant un ou 
plusieurs groupes CF 3 ,, de preference un epoxyde de formule (I), en un melange enrichi en 
1 0 I'un des isomeres et en diol correspondant a I'autre isomere, precede dans lequel on traite: 
(A) un melange d'enantiomeres (R) et (S) de I'epoxyde selon ('invention avec (B) une 
proteine ayant une activite epoxyde hydrolase (EH) sur les epoxydes a CF 3 , le precede 
conduisant a I'ouverture preferentielle soit de I'epoxyde (R) en diol (R) soit de I'epoxyde (S) 
en diol (S). 

15 Par definition, I'ouverture d'un epoxyde par une molecule d'eau est dite 

« preferentielle », en ce sens que la proteine a une affinite et une constante catalytique 
superieures pour I'un des enantiomeres par rapport a I'autre, ce qui se traduit par une 
Vitesse d'hydrolyse superieure de cet enantiomere. II est done possible, en controlant la 
reaction d'hydrolyse, notamment en stoppant cette reaction au moment opportun, d'obtenir a 
un instant donne une composition enrichie en epoxyde (R) ou (S) et en diol de configuration 
absolue opposee. 

Le precede selon I'invention conduit generalement a une reaction de dedoublement 
dans laquelle un enantiomere de I'epoxyde de configuration (R) ou (S) est ouvert pour 
donner le diol correspondant. L'epoxyde hydrolase conforme a I'invention peut done induire 
une hydrolyse enantioselective de ces epoxydes particuliers, dans des proportions 
remarquables et inattendues. La transformation a un caractere d'enantioselectivite 
particulierement interessant lorsque le coefficient d'enantioselectivite (E) (voir infra) est 
superieur ou egal a 10, de preference superieur ou egal a 30. En fonction du substrat 
epoxyde, I'EH peut hydrolyser preferentiellement soit I'isomere (R), soit I'isomere (S). II 
s'avere qu'avec la majorite des epoxydes, I'EH hydrolyse preferentiellement I'isomere (R). 

Par convention, dans le present expose, les termes ou expressions « enzyme », 
« enzyme a activite epoxyde hydrolase » et « proteine a activite epoxyde hydrolase » sont 
synonymes et sont employes indifferemment. 

Le precede peut comporter une etape subsequente de separation de I'epoxyde (S) du 
diol (R) ou inversement la separation de l'epoxyde (R) du diol (S), de maniere a recuperer 
d'une part une composition enantiomeriquement enrichie en epoxyde et d'autre part une 
composition enrichie en diol. Avec une hydrolyse preferentielle de I'isomere (R), I'etape de 



separation conduit a recuperer une composition enrichie en epoxyde (S) et une composition 
enrichie en dioi (R). Avec une hydrolyse preferentielle de I'isomere (S), I'etape de separation 
conduit a recuperer une composition enrichie en epoxyde (R) et une composition enrichie en 
diol (S). On peut proceder au besoin a au moins un autre traitement de la composition 
enrichie en epoxyde par I'enzyme, puis extraction et separation. 

La composition enrichie en diol (R) ou (S) peut etre soumise a une cyclisation du diol 
(R) ou (S) en epoxyde (R) ou (S), puis au besoin a au moins un autre traitement par 
I'enzyme, suivi d'une nouvelle cyclisation. 

L'objectif de traitements successifs (2 ou plus) est d'ameliorer au besoin I'exces 
enantiom<§rique de I'enantiomere correspondent. 

Definition des epoxydes 

Les epoxydes vises par I'invention comportent un ou plusieurs groupes CF 3 , de 
preference de 1 a 3, et de maniere preferee, ils repondent a la formule (I) : 



dans laquelle : 

- . le groupe R represente un groupe alkyle, alcenyle, cycloalkyle, aryle ou aralkyle, 

eventuellement substitue par alkyle, alcoxy, alkylthio ou halogene; les substituants 
alkyle, alcoxy, alkylthio comportant une chaTne hydrocarbonee en d-Ce, de 
preference en d-d. lineaire, ramifie ou cyclique et comportant eventuellement un 
ou plusieurs atomes d'halogene, tels que CI, F, Br, de preference F ; 

- |e groupe R' represente H ou un alkyle lineaire, ramifie ou cyclique en d-Cio. de 
preference en d, d ou C3 et comportant eventuellement un ou plusieurs atomes 
d'halogene, tels que CI, F, Br, de preference F ; 

- etant entendu que I'un au moins des radicaux R et R* est, ou comporte, un ou 
plusieurs, de preference de 1 a 3, groupements trifluoromethyle (CF 3 ) ; 

avec (B) une proteine ayant une activite epoxyde hydrolase (EH) sur les epoxydes a CF 3 . 

Suivant un mode de realisation prefere, I'epoxyde de formule (I) est tel que R" est H 
ou un alkyle lineaire en d, O2 ou C3, mieux encore R" est H ou alkyle en d eventuellement 
substitue par un ou plusieurs atomes d'halogenes, de preference F, par exemple substitue 

par 3 atomes de F. 

Les groupes R peuvent comporter de 1 a 20 C, notamment de 1 a 12 C. 
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Lorsque R est un alkyle substitue par un halogene, R peut etre CF 3 . 
Les groupes R peuvent etre substitues par de 1 a 3 groupes choisis parmi 
trifluoromethyle, trifluoromethoxy et trifluoromethylthio. 

Les groupes alkyles R peuvent etre lineaires ou ramifies, lis comportent de 
preference de 1 a 10 C, plus preferentiellement de 1 a 6 C. Par exemple : methyle, propyle 
isopropyle, butyle, isobutyle, pentyle, isopentyle, hexyle ou isohexyle, eventuellement 
substitue par un ou plusieurs atomes d'halogene, tels que CI, F, Br r de preference F. De 
preference, le groupe alkyle R comporte de 1 a 3 groupements CF 3 . 

Les groupes cycloalkyle R comportent de preference de 3 a 10 C, de preference de 3 
a 8 C, mieux encore 5 a 7 C. Par exemple : cyclopropyle, cyclobutyle, cyclopentyle 
cyclohexyle ou cyclooctyle, eventuellement substitue par un ou plusieurs atomes d'halogene, 
tels que CI, F, Br, de preference F. De preference, le groupe cycloalkyl R comporte de 1 a 3 
groupements CF 3 . 

Les groupes aryle R peuvent etre par exemple les groupes phenyle et naphtyle, 
eventuellement substitue par un ou plusieurs atomes d'halogene, tels que CI, F, Br, de 
preference F. De preference, le groupe aryle R comporte de 1 a 3 groupements CF 3 . Les 
groupes phenyle ainsi substitues sont des modalites preferees. 

Les groupes aralkyie R peuvent notamment comprendre de 7 a 18 C. A titre 
d'exemples, on peut citer les groupes benzyle, 1-methylbenzyle, 2-phenylethyle 3- 
phenylpropyle, 4-phenylbutyIe, 1-naphtylmethyle, 2-naphtylmethyle, eventuellement 
substitue par un ou plusieurs atomes d'halogene, tels que CI, F, Br, de preference F. De 
preference, le groupe aralkyie R comporte de 1 a 3 groupements CF 3 . 

Les epoxydes comportant un radical R phenyle comportant un groupe phenyle 
portant de 1 a 3, de preference 1 ou 2 groupements CF 3 , eventuellement trifluoromethoxy ou 
trifluoromethylthio sont des modalites preferees de ('invention. On peut encore preciser que 
ces groupements peuvent etre en para, ortho ou meta par rapport au carbone du phenyle 
relie a I'oxirane. On prefere cependant une substitution en para ou meta, et plus 
preferentiellement encore en para. Ces epoxydes preferes, peuvent encore comporter une 
gem-disubstitution avec un R' choisi de preference parmi les alkyles en C^C., de preference 
CH 3 . Ces epoxydes peuvent aussi etre eventuellement substitues par un ou plusieurs 
atomes d'halogene, tels que CI, F, Br, de preference F. Plusieurs exemples interessants de 
phenyl-oxiranes substitues par CF 3 en positions 2, 3, 4 et 3,5, ou substitues par-0-CF 3 ou - 
S-CF 3 en position 4, R' etant H ou CH 3 , sont decrits dans les exemples. 

35 L'epoxyde hydrolase 

Une proteine ayant une activite epoxyde hydrolase (EH) sur les epoxydes a CF 3 est 
representee par la proteine ayant pour sequence en acides amines la sequence decrite a la 
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SEQ ID NO : 2. Cette proteine est I'epoxyde hydrolase de Y Aspergillus niger enregistree au 
Museum d'Histoire Naturelle (Paris) sous le numero LCP521 (Laboratoire de Cryptogamie, 
12 rue Buffon, 75005 Paris, France). Cette proteine a ete decrite dans la publication WOA- 
00 68394, a laquelle I'homme du metier peut se referer au besoin. Cette proteine constitue 

5 pour les besoins de !a presente invention, la proteine de reference, et constitue en meme 
temps un mode de realisation prefere. 

La proteine peut aussi etre un « variant », « homologue », ou « derive » de la proteine 
de reference, qui par definition presente, comme la proteine de reference, une activite EH 
sur un epoxyde a CF 3j et de preference une activite biologique au moins identique, similaire 

10 ou analogue a la proteine de reference sur le meme substrat. 

Dans le cas d'application a une hydrolyse enantioselective, les proteines preferees 
sont celles presentant pour un .substrat donne, un coefficient d'enantioselectivite E superieur 
ou §gal a 10, de preference a 30, de maniere plus pn§feree a 50, et mieux encore a 100 , le 
coefficient d'enantioselectivite E etant defini par la formule suivante: 

« r ln t(l-c)d-ees)] 
15 fc r ln[(1-c)(1+ees)] 

avec c : taux de conversion 

ee s : exces enantiomerique du substrat residue! apres hydrolyse enzymatique. 

La presente invention definit ci-apres, et met en oeuvre dans les exemples, un ^ 

20 precede dit monophasique et un procede dit biphasique, qui correspondent a deux modes de V 
realisation. L'activite EH de la proteine de reference, comme celle d'un « variant », . * 
« homologue », ou « derive », peut etre 6vaiu6e pour un substrat donne, sur la base de ces 
procedes, et une comparaison peut etre realisee entre les performances de la proteine de 
r §f£ rence et celles de la ou des autres proteines testees. 

25 On peut aussi faire revaluation d'une proteine EH (proteine de reference, « variant », 

« homologue », ou « derive ») en reproduisant le test suivant : 5,0 mg de substrat epoxyde 
sont dissous dans 3 mL de DMSO ; on ajoute 3 \jL de 3-(trifluoromethyl)-acetophenone 
(etalon interne) et 7,9 mL d'eau distillee ; une solution enzymatique est preparee : par 
exemple, 2 mg d'extrait enzymatique de TEH d evaluer (purete de l T ordre de 25%) sont 

30 dissous dans 2,320 mLd'eau distillee ; les solutions sont plac6es a 27°C pendant 30 min ; on 
ajoute ensuite 100 pL de solution enzymatique au milieu reactionne! ; des preievements 
reguliers du milieu reactionnel permettent de suivre au cours de la reaction la formation du 
diol : 400 pL du milieu reactionnel sont ajoutes a 200 pL d'acetonitrile ; apres agitation au 
vortex, extraire par 400 pL d'isooctane ; pour chaque prelevement la phase organique est 

35 injectee en GC chirale pour mesurer I'exces enantiomerique de Tepoxyde residuel et la 
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phase aqueuse est injectee sur HPLC phase inverse pour doser la formation du diol 
(Colonne Nucleodur Chrompack ; Eluant :_CH 3 CN/H 2 0 60/40 ; debit 0.5 mL.min-1 ; A = 264 
nm ; injection 30 uL) ; on a par cette methode acces aux parametres ee et c, ce qui permet 
de calculer la valeur de E ; on a aussi acces a I'activite (diol forme). Une comparaison peut 
etre realisee entre les performances de la proteine de reference et celles de la ou des autres 
proteines testees. 

Suivant un mode de realisation avantageux, un tel test, ou un test similaire e.g. 
elabore a partir de la presente description, permet de determiner, dans un panel d'au moins 
deux proteines a activite EH, celle (ou celles) qui s'avere la plus performante sur un substrat 
donne. Plus largement, un tel test ou un test similaire permet de determiner les proteines, les 
« variants », « homologues », et « derives » aptes a conduire, pour un substrat donne, a un 
coefficient E superieur ou egal a 10. de preference a 30. La presente invention permet done 
a I'homme du metier de selectionner I'enzyme la mieux adaptee au substrat qu'il souhaite 
transformer. Un tel test ou un test similaire permet aussi a I'homme du metier d'evaluer 
I'impact de modifications apportees a la sequence de I'enzyme, e.g. a la sequence SEQ ID 
NO : 2, et done notamment de pouvoir evaluer les modifications et mutations faites a des fins 
d'amelioration des performances de I'enzyme. 

De maniere tout a fait preferee, la proteine possede une activite EH sur un epoxyde a 
CF 3 qui est identique ou sensiblement identique a I'epoxyde hydrolase de reference. 

Comme on le verra infra, une telle proteine peut etre d'origine naturelle, provenant par 
exempie d'un organisme du genre Aspergillus, d'un autre champignon microscopique ou de 
toute autre source vivante (bacterie, levure, plante etc.) ou encore d'origine synthetique ou 
recombinante. Une proteine d'origine naturelle peut avoir ete modifiee pour donner une 
proteine ou un polypeptide derive synthetique ou recombinant. 

Les proteines « variantes », « homologues», ou « derivees » peuvent etre definies 
comme comprenant : 

i. les sequences ayant un pourcentage d'homologie egal ou superieur a 40 %, de 

preference a 80 %, de maniere plus preferee a 85 %, de maniere encore plus 
preferee a 90 %. et mieux encore a 95, 96, 97, 98 ou 99 % avec la SEQ ID NO : 2, 
la proteine ainsi definie ayant une activite EH sur les epoxydes a CF 3 ; 

ii. les sequences comprenant au moins 10, de preference au moins 20, de maniere plus 

preferee au moins 50 ou 100 acides amines consecutifs de la SEQ ID NO : 2 ou 
d'une sequence telle que definie sous i, la proteine ainsi definie ayant une activite 
EH sur les epoxydes & CF 3 . 

Suivant un mode de realisation prefere, I'invention emploie une telle proteine 
«variante», « homologue», ou «derivee» qui presente pour un substrat donne, un 
coefficient d'enantioselectivite E superieur ou egal a 10, de preference a 30. 
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Le terme "homologie" se refere de preference a Pidentite entre les acides amines 
compares. 

Cette notion d'homologie peut aussi prendre en compte les substitutions 
« conservatives » qui sont des substitutions d'acides amines de meme classe, telles que des 

5 substitutions d'acides amines aux chaTnes laterales non chargees (tels que Pasparagine, la 
glutamine, la serine, la threonine, et la tyrosine), d'acides amines aux chaTnes laterales 
basiques (te!s que la lysine, I'arginine, et I'histidine), d'acides amines aux chaTnes laterales 
acides (tels que l'acide aspartique et Pacide glutamique), d'acides amines aux chaTnes 
laterales apolaires (tels que la glycine, Palanine, la valine, la leucine, Pisoleucine, la proline, 

10 la phenylalanine, la methionine, le tryptophane, et la cysteine), ces substitutions par des 
acides amines similaires ne portant pas significativement atteinte a Pactivite biologique de la 
proteine de reference, et conduisant de preference a une proteine conservant ou accroissant 
I'activite biologique de la proteine de reference 

Plus generalement, par « sequence d'acides amines variante, homologue, ou 

15 derivee », on entend done toute sequence d'acides amines qui differe de la sequence de 
reference par substitution, deletion et/ou insertion d'un acide amine ou de plusieurs acides 
amines, cette sequence constituant une proteine ou un polypeptide ayant une activite EH sur: * 
des epoxydes a CF 3 , les modifications ne portant pas significativement atteinte a Pactivite^. 
biologique de la proteine de reference, et de preference conservant Pactivite biologique de la*'. 

20 proteine de reference ou accroissant I'activite biologique par rapport a la proteine de£. 
reference 

II peut done s'agir d'une proteine ou polypeptide comprenant ou essentiellement 
constitue d'un fragment de la SEQ ID NO : 2 ou d'une sequence telle que definie sous i, par 
exemple d'un fragment form6 par les acides amines 1-339 ou une sequence homologue. 

25 L'homologie est generalement determinee en utilisant un logiciel d'analyse de 

sequence (par exemple, Blast Software, National Center for Biotechnology Information, U.S. 
National Library of Medicine, 8600 Rockville Pike, Bethesda, MD 20894, USA ; ou Sequence 
Analysis Software Package of the Genetics Computer Group, University of Wisconsin 
Biotechnology Center, 1710 University Avenue, Madison, W! 53705). Des sequences 

30 d'acides amines sont alignees pour obtenir le maximum de degre d'homologie (i.e. identite 
ou similitude). A cette fin, il peut etre necessaire d'introduire de maniere artificielle des 
espaces (« gaps ») dans la sequence. Une fois Palignement optimal realise, le degre 
d'homologie est etabli par enregistrement de toutes les positions pour lesquelles les acides 
amines des deux sequences comparees sont identiques ou similaires, par rapport au 

35 nombre total de positions. 
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De preference, les proteines ou polypeptides « variants », « homologues », ou 
« derives » sont de meme longueur ou sensiblement de meme longueur que les sequences 
de reference. 

Sont egalement consideres comme homologues les variants alleliques issus ou 
derives de souches de microorganismes, e.g. d'A niger, qui ont une activite biologique 
similaire a la proteine de reference. 

Conformement a I'invention, les proteines ou polypeptides peuvent etre par ailleurs 
modifies chimiquement ou enzymatiquement pour ameliorer leur stability ou leur 
biodisponibilite. 



Production de I'epoxyde hydrolase 

Suivant un premier mode de realisation, la proteine est apportee sous la forme d'une 
preparation concentree et/ou purifiee, obtenue a partir d'une culture d'un microorganisme 
producteur, notamment champignon microscopique, e.g. A. niger, en particulier LCP521. On 
parte aiors de proteine « naturelle ». Une telle preparation peut etre obtenue par une etape 
d'extraction de I'enzyme a partir d'une culture cellulaire, e.g. par lyse mecanique (par 
exemple passage dans une presse de French) ou chimique (y compris enzymatique), suivie 
d'une etape domination des debris cellulaires et de recuperation de la phase liquide, ce qui 
peut comprendre une etape de centrifugation (de preference a faible vitesse, e.g. de I'ordre 
de 10 000 g) et/ou de filtration appropriee, avec recuperation du surnageant de centrifugation 
ou du filtrat. On prefere ensuite concentrer I'enzyme, e.g. par ultrafiltration. II est egalement. 
prefere de proceder a une purification de I'enzyme et cela peut etre effectue par des 
methodes de chromatographie, notamment par passages successifs sur des colonnes 
d'echange d'ions et/ou d'exclusion, comme par exemple DEAE-Sepharose, Phenyl- 
25 Sepharose, Mono Q et Superose 12, etc. Typiquement, la preparation est issue d'une 
extraction, suivie de centrifugation, recuperation du surnageant, puis concentration et de 
preference purification. Le microorganisme producteur peut etre modifie par genie genetique 
pour sur-exprimer I'enzyme, comme decrit infra. 

Suivant un deuxieme mode de realisation, la proteine est une proteine dite 
30 « recombinante », et cette proteine recombinante peut eventuellement etre sous forme de 
proteine fusion. Une proteine recombinante peut etre produite par un precede dans lequel un 
vecteur contenant un acide nucleique codant pour la proteine est transfere dans une cellule 
bote qui est mise en culture dans des conditions permettant I'expression de la proteine 
correspondante. La proteine recombinante produite peut ensuite etre recuperee et purifiee. 

De telles proteines peuvent etre produites dans des systemes eucaryotes ou 
procaryotes suivant les techniques usuelles de biologie moleculaire, microbiologie et de 
I'ADN recombinant, qui sont parfaitement connues de I'homme du metier. Ces techniques 



10 



sont expliquees en detail dans la litterature. On peut se referer par exemple a : Sambrook, 
Fritsch & Maniatis, Molecular Cloning: A Laboratory Manual, Second Edition (1989) Cold 
Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor* New York (herein "Sambrook et aL, 
1989") ; DNA Cloning: A Practical Approach, Volumes I and II (D.N. Glover ed. 1985) ; 

5 Oligonucleotide Synthesis (M.J. Gait ed. 1984) ; Nucleic Acid Hybridization, A Practical 
Approach [B.D. Hames & SJ. Higgins eds. (1985) IRL Press, Oxford] ; Transcription and 
Translation [B.D. Hames & S.J. Higgins eds. (1984) IRL Press, Oxford] ; Animal Cell Culture 
[R.I. Freshney, ed. (1986)] ; Immobilized Cells and Enzymes [IRL Press, (1986)] ; B. Perbal, 
A Practical Guide To Molecular Cloning (1984) ; F.M. Ausubel et al. (eds.), Current Protocols 

10 in Molecular Biology, John Wiley & Sons, Inc. (1994). 

Ce mode de realisation prevoit ('expression de la proteine, dans les cellules hotes 
eucaryotes ou procaryotes, a partir d'une sequence nucleotidique codant pour cette proteine. 
Une telle sequence nucleotidique (ou acide nucleique) est notamment representee par : 

(a) une sequence nucleotidique comprenant la sequence nucleotidique 
15 representee a la SEQ ID NO : 1 (qui code pour PEH ayant la sequence SEQ 

ID NO : 2, c'est-a-dire pour la proteine de reference) ; 

(b) une sequence nucleotidique qui code pour TEH ayant la sequence d'acides \ 
. amines SEQ ID NO : 2 ; ^ 

(c) une sequence nucleotidique qui differe de la sequence selon (a) ou (b) par? I; 
20 d6generescence du code; , ; 

ou par une sequence nucleotidique codant pour une proteine « variante », « homologue »,; * 
ou « derivee », notamment comme defini supra, et par exemple : 

(d) une sequence nucleotidique s'hybridant a une sequence selon (a), (b) ou (c), 
et codant pour une proteine ayant une activite EH sur les epoxydes a CF 3 ; 

25 (e) une sequence nucleotidique ayant un pourcentage d'identite egal ou 

superieur a 45 %, de preference a 80 %, de maniere plus preferee a 85 %, de 
maniere encore plus preferee a 90 %, et mieux encore 3 95, 96, 97, 98 ou 99 
% avec la SEQ ID NO : 1, et codant pour une proteine ayant une activite EH 
sur les epoxydes a CF 3 ; 

30 (f) un fragment d'une sequence nucleotidique selon (a), (b), (c), (d) ou (e), 

comprenant au moins 30, de preference au moins 60, de maniere plus 
pr £f§ r £e au moins 150 ou 300 nucleotides consecutifs, et codant pour une 
proteine ayant une activite EH sur les epoxydes a CF 3 . 
Les proteines ainsi codees ont une activite EH sur un epoxyde a CF 3 , et de preference 
35 une activite biologique au moins identique, similaire ou analogue a la proteine de reference 
sur | e rneme substrat. Dans le cas d'application a une hydrolyse enantioselective, les 
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proteines preferees sont celles presentant pour un substrat donne, un coefficient 
d'enantioselectivite E superieur ou egal a 10, de preference a 30. 

Suivant la caracteristique d), la sequence nucleotidique peut §tre une sequence 
nucleotidique s'hybridant a une sequence selon (a), (b) ou (c), et codant pour une proteine 
ayant une activite EH sur les epoxydes a CF 3 ; les conditions d'hybridation sont de 
preference des conditions de stringence elevees, terme dont la definition est bien connue de 
I'homme du metier, qui peut se referer aux ouvrages generaux tels que Sambrook et al.. 
1 989 et Hames & Higgins (1 985) supra. 

En ce qui concerne la caracteristique e), I'identite entre sequences nucleotidiques est 
generalement determinee en ufflisant un logiciel d'anafyse de sequence (par exemple, Blast 
Software ou Sequence Analysis Software Package mentionnes supra) qui tient compte de? 
nucleotides qui different entre deux sequences comparees et des nucleotides manquants sur 
Tune des deux sequences. La valeur de pourcentage est donnee a partir du nombre.de. 
nucleotides identiques sur le nombre total de nucleotides de la sequence de reference. 

Une sequence nucleotidique homologue inclut done toute sequence nucleotidique 
qui differe de la sequence SEQ ID NO : 1 par mutation, insertion, deletion ou substitution 
d'une ou plusieurs bases, ou par la degenerescence du code genetique, pour autant qu'elle 
code pour un peptide presentant I'activite EH sur des epoxydes a CF 3 . les modifications ne 
portant pas significativement atteinte a I'activite biologique de la proteine de reference, et de 
0 preference conservant I'activite biologique de la proteine de reference ou accroissant 
I'activite biologique par rapport a la proteine de reference. 

Suivant un mode de realisation prefere, il est fait usage de la sequence nucleotidique 
suivant la caracteristique (a) ou (b), plus preferentiellement encore suivant la caracteristique 
(a). II peut aussi s'agir d'une sequence comprenant ou constitute essentiellement d'un 
5 fragment d'une telle sequence (a) ou (b), par exemple nucleotides 1 -1 1 97. 

Comme cela est parfaitement connu en soi (voir references supra), la sequence 
nucleotidique peut etre inseree dans un vecteur d'expression, dans lequel elle est liee de 
maniere operante a un ou des element(s) permettant son expression ou la regulation de son 
)■ expression, tels que notamment des promoteurs, activateurs et/ou terminateurs de 
transcription. 

Les signaux contrdlant ('expression des sequences nucleotidiques (promoteurs, 
activateurs, sequences de terminaison...) sont choisis en fonction de I'h6te cellulaire utilise. A 
cet effet, les sequences nucleotidiques selon I'invention peuvent etre inserees dans des 
vecteurs a replication autonome au sein de mote choisi, ou des vecteurs integrals de I'hote 
choisi. De tels vecteurs seront prepares selon les methodes couramment utilisees par 
I'homme du metier, et les clones en resultant peuvent §tre introduits dans uh h6te approprie 
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par des methodes standard, telles que par exemple I'electroporation ou la precipitation au 

phosphate de calcium. 

Les cellules hotes peuvent etre transferees de maniere transitoire ou stable, par 
ces vecteurs depression. Ces cellules peuvent etre obtenues par I'introduction dans des 
cellules hotes, procaryotes ou eucaryotes, d'une sequence nucleotidique inseree dans un 
vecteur tel que defini ci-dessus, puis la mise en culture desdites cellules dans des conditions 
permettant la replication etfou I'expression de la sequence nucleotidique transferee. 

Des exemples de cellules hotes incluent notamment des cellules de mammiferes, 
telles que les cellules COS-7, 293, MDCK, des cellules d'insectes telles que les cellules SF9, 
des bacteries telles que E. coll et des souches de levures telles que Saccharomyces 
cerevisiae ou des champignons filamenteux comme Aspergillus niger. 

Les precedes de purification utilises sont connus de I'homme du metier. La proteine 
recombinante obtenue peut etre purifiee a partir de lysats et extraits cellulaires, du 
surnageant du milieu de culture, par des methodes utilisees individuellement ou en 
combinaison, telles que le fractionnement, les methodes de chromatographic les techniques 
d'immunoaffinite a I'aide d'anticorps mono- ou polyclonaux specifiques, etc. 

Une epoxyde hydrolase recombinante correspondant a I'enzyme de A niger LCP521- 
est commercialement disponible sous la reference « Epoxide Hydrolase, Aspergillus nigerj 
sp. , recombinant from Aspergillus niger », BioChemika, catalogue Fluka. code 71 832. * 

La proteine a activite EH peut encore etre produite par synthese chimique. A cet effet/- 
on peut recourir a n'importe quelle methode bien connue de I'homme du metier. Le peptide 
de ('invention peut par exemple etre synthetise par les techniques de la chimie de synthese, 
telles que la synthese de type Merrifield qui est avantageuse pour des raisons de purete, de 
specificite antigenique, d'absence de produits secondaires non desires et pour sa facilite de 
production. 

Pour son usage dans le procede de transformation de I'invention, la proteine peut 
etre en solution ou immobilisee sur un support solide approprie, tel que par exemple le 
DEAE cellulose ou le DEAE Sepharose. Eupergit ou Eupergit modifte (C. Mateo et al., Org. 
Biomol. Chem., 1, 2739-2743 (2003)). 

On peut encore utiliser directement dans le procede, des cellules entieres du champignon tel 
que Aspergillus niger, modifie genetiquement de maniere a sur-exprimer I'epoxyde hydrolase 
a un niveau satisfaisant. Ceci peut etre realise en inserant, de maniere operante dans le 
genome du champignon, une ou plusleurs cassettes d'expression contenant la sequence 
codante definie plus haut, sous la dependance d'un ou des element(s) permettant son 
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expression ou la regulation de son expression, tels que notamment des promoteurs, 
activateurs et/ou terminateurs de transcription. On peut aussi choisir de modifier le niveau 
d'expression du gene codant pour I'epoxyde hydrolase, par exemple par insertion d'un 
promoteur heterologue fort et/ou un activateur pour controier le gene in situ. Enfin, on peut 
5 aussi introduce dans le champignon un vecteur d'expression non integratif, comme decrit 
supra. Comme decrit supra, un tel microorganisme recombine peut aussi etre utilise pour la 
production d'enzyme in vitro, auquel cas le procede d'extraction de I'enzyme produite est 
ensuite mis en oeuvre. 

10 Conditions du procede de transformation 

Le substrat epoxyde a transformer est de preference mis en solution dans un solvant, 
de preference organique, approprie. Le substrat peut etre un epoxyde racemique ou un 
epoxyde non racemique. 

15 Suivant un premier mode de realisation, le solvant du substrat est un solvant 

organique miscible a Peau et le proced§ est dit « monophasique ». Ce solvant est par 
definition capable de dissoudre le substrat epoxyde et est compatible avec I'enzyme (le 
solvant ne degrade pas notablement I'enzyme ni son activite d'epoxyde hydrolase vis-a-vis 
de I'epoxyde a CF 3 ). Le substrat peut etre employe en toute concentration, dans les limites 

20 de sa solubilite dans le solvant 

Des exemples de solvants pour le systeme monophasique comprennent le DMSO 
(dimethylsulfoxyde), le DMF (dimethylformamide), ('acetone, le THF (tetrahydrofurane), le 
dioxane, le propanol. Les solvants prefers sont le DMSO, le DMF (dimethylformamide) et 
I'acetone. Deux ou plus de ces solvants peuvent etre employes en melange. 

25 La methode comprend ensuite le melange de la solution de substrat et de I'enzyme, 

de preference de I'enzyme en solution tamponn£e et de preference dans I'eau. 

L'enzyme isolee est de preference employee en solution aqueuse, notamment de 
I'eau, e.g. eau distillee et/ou purifiee. De ce fait, lorsqu'elle se presente sous forme solide, 
e.g. pulverulente, elle est d'abord dissoute dans la solution aqueuse. 

30 Les concentrations optimales en enzyme peuvent etre determinees pour chaque 

substrat et peuvent varier dans d'assez larges proportions. De maniere generate, on peut 
travailler en systeme monophasique avec de faibles concentrations en enzyme, par exemple 
de I'ordre de 1 a 60 mg d'enzyme par litre de milieu reactionnel, de preference de 5 a 30 
mg/l. 

35 Pour chaque substrat il est possible de controier en continu la duree de la reaction 

d'hydrolyse. Pour un nouveau substrat, une etude preliminaire experimentale permet 
d'acc^der aux parametres de controle. L'enantioselectivite de la reaction d'hydrolyse par 



14 



Penzyme est due a une plus forte affinity et une constante catalytique superieure pour 
Penantiomere (R) par rapport a Penantiomere (S), ou selon le cas pour Penantiomere (S) par 
rapport a Penantiomere (R). Les deux enantiomeres peuvent etre hydrolyses, mais la vitesse 
d'hydrolyse de Tun des enantiomeres etant considerablement superieure, le controle de la 
5 duree de la reaction permet de piloter la reaction. II est done bien evident que Phomme du 
metier est ameme de determiner facilement les conditions de duree optimales pour un 
substrat donne. Ceci peut etre realise en r6alisant des prelevements reguliers du milieu 
reactionnel sur lesquels on §value revolution de Pexces enantiomerique (ee) et le taux de 
conversion (c). Les exemples donnent un mode operatoire utilisant de Pacetonitrile pour 

10 arreter la reaction (voir infra) dans chaque echantillon preleve et une extraction a Pisooctane 
pour passage en chromatographie en phase gazeuse (CPG). Si la duree de la phase 
d'hydrolyse peut varier dans de larges proportions en fonction notamment du substrat 
considere et de la concentration en enzyme, on peut neanmoins preciser a titre indicatif que 
la duree de la phase d'hydrolyse pourra etre generalement comprise entre 10 et 300 min, de 

15 preference entre 25 et 80 minutes. 

L'arret de la reaction de transformation peut etre realise par tout moyen chimique ou., 
physique approprie, comme par exemple: ajout d'un solvant toxique pour PEH (acetonitrile 
par exemple) ; addition de base ou d'acide, de detergent, de sels etc. ; ou encore par.; 
congelation, chauffage, micro-onde, microfiltration etc. 

20 . . 

Suivant un deuxieme mode de realisation, le solvant du substrat est un solvant., 
organique qui n'est pas miscible a Peau et le procede est dit « biphasique ». Ce solvant est ' 
par definition capable de dissoudre le substrat epoxyde et est compatible avec Penzyme (le 
solvant ne degrade pas notablement Penzyme ni son activite d'epoxyde hydrolase vis-a-vis 

25 de Pepoxyde a CF 3 ). 

Ces solvants non miscibles a I'eau peuvent etre choisis parmi les alcanes, par 
exemple Piso-octane et Phexane, les cycloalcanes (cyclohexane par exemple) et les 
aromatiques (toluene par exemple). Deux ou plus de ces solvants peuvent etre employes en 
melange. 

30 Dans ce deuxieme mode de realisation, une modalite particuliere consiste a utiliser 

en plus un solvant organique miscible a Peau, notamment un solvant tel que defini pour le 
systeme monophasique. 

Dans ce deuxieme mode de realisation, une emulsion est de preference form§e a 
partir de la solution d'epoxyde et de la solution d'enzyme. L'emuision peut etre form6e au 

35 moment du melange entre la solution de substrat (phase organique) et une solution aqueuse 
de Penzyme (phase aqueuse). II est aussi possible de former une pre-emulsion par melange 
de la solution de substrat (phase organique) avec de Peau ou une solution aqueuse 
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appropriee, cette emulsion etant ensuite melangee a le solution aqueuse de I'enzyme. Les 
moyens de melange sont tels qu'une emulsion peut se former. 

Les substrats epoxyde ont en general des coefficients de solubilite superieurs dans 
les solvants organiques utilises dans ce mode de realisation que dans une solution aqueuse 
contenant des solvants miscibles a I'eau du mode monophasique. La concentration en 
epoxyde peut done etre superieure, et par exemple etre comprise entre 1 et 1000 g 
d'epoxyde par litre de milieu reactionnel, de preference entre 1 0 et 500 g/l. 

La phase organique represente avantageusement de 1 a 60 %, de preference de 5 a 
50 % du volume total de ('emulsion. Les ratios compris entre 1 et 20%, de preference entre 5 
et 15 %, sont principalement utilises lorsque la concentration en epoxyde dans le milieu 
reactionnel est inferieure ou egale a 100 g/l. Au-dessus, on utilise preferentiellement les 
ratios compris entre 20 et 60 %, de preference entre 20 et 40 %. 

La concentration en enzyme dans la phase aqueuse peut varier dans de larges 
proportions. Elle se situe entre 0,002 et 3 g d'enzyme pure par litre et de preference entre 
0.002 et 0.5 g/L. 

Dans ce mode de realisation biphasique, il est aussi possible de determiner a 
I'avance et/ou de contraier en continu la duree de la reaction d'hydrolyse pour un substrat 
donne. Comme decrit supra, ceci peut etre realise en effectuant des prelevements reguliers 
du milieu reactionnel sur lesquels on evalue revolution de I'exces enantiomerique et le taux 
de conversion. Les exemples donnent un mode operatoire utilisant de I'acetate d'ethyle et un 
passage en CPG, que I'on peut appliquer sur chaque echantillon preleve pour suivre 
revolution de la reaction. La duree de la phase d'hydrolyse peut varier dans de larges 
proportions, en fonction des conditions operators, notamment de la quantite d'enzyme mise 
en ceuvre, et du substrat a transformer. On peut neanmoins preciser que la duree de la 
phase d'hydrolyse pourra etre generalement comprise entre quelques minutes, e.g de I'ordre 
de 15 a 30 minutes, et plusieurs jours. 

L'arret de la reaction de transformation peut etre realise par tout moyen adapts, tel 
que ajout d'acetate d'ethyle, d' ether ethylique, de dichloromethane, etc., ou encore par les 
moyens et techniques mentionnes pour le systeme monophasique. 

Dans le precede de Invention, et notamment dans les deux modes de realisation qui 
viennent d'etre decrits, la temperature lors de la phase d'hydrolyse est generalement 
maintenue entre 4 et 50°C, de preference entre 25 et 30 °C . 

La phase d'hydrolyse est conduite dans un reacteur approprie muni de moyens 
d'agitation ou de melange adaptes. Les parametres de melange ou d'agitation sont choisis 
pour optimiser la phase d'hydrolyse. Suivant une modalite particuliere, il est precede a un 
controle continu ou a intervals reguliers des conditions d'agitation, notamment de la vitesse 
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de rotation des moyens d'agitation. Dans le systeme bi-phasique, ce controle permet 
notamment d'assurer le maintien du milieu reactionnel sous la forme d'une emulsion 
appropriee. 

Suivant une modalite preferee, Pagitation est maintenue tout au long de la phase 
5 d'hydrolyse. 

Le pH peut etre maintenu entre 6 et 9, de preference entre 6,5 a 7,5. 

Des co-reactifs peuvent etre utilises pour accroitre la stabilite de TEH. On peut citer a 
titre prefere des agents de reduction tels que le p-mercaptoethanol ou la cysteine. 

A Tissue de la phase d'hydrolyse, le substrat (melange d'epoxyde et de diol) peut etre 
10 extrait par des methodes classiques connues de Phomme du metier, comme par exemple 
Pextraction directe ou Pextraction en continu etc. 

A partir du produit de Phydrolyse, eventueiiement d'un extrait de celui-ci, Pepoxyde 
residuel et le diol peuvent etre separes par des methodes classiques connues de Phomme 
du metier, par exemple par distillation ou chromatographie sur colonne etc. Des operations 
15 de ce type sont detaillees par exemple dans Pexemple numero 23. 

Comme mentionne supra, le diol enantiomeriquement enrichi peut etre cyclise en son 
epoxyde. Pour |a cyclisation du diol (R) ou (S), on peut utiliser toute methode connue. A titre 
d'exemple, la cyclisation peut etre reafisee en deux etapes, par ajout de 1 equivalent cte^ 
chlorure de tosyle (TsCI) en presence de tetrahydrofurane (THF), puis d'hydrure de sodiumf^ 
20 (NaH). L'operation d'hydrolyse enantiomerique et de cyclisation peut etre reconduite une ott^ 
plusieurs fois, de fagon a accroTtre Pexces enantiomerique en epoxyde (R) ou (S) ou en diol.-:/ 

La presente invention permet done de preparer des melanges comportant de forts - 
exces enantiomeriques en epoxyde (S) et diol (R), [ou inversement en epoxyde (R ) et diol 
(S)] des preparations a fort exces enantiomerique en epoxyde (S), [ou inversement en 
25 epoxyde (R)] des preparations a fort exces enantiomerique en diol ou en epoxyde (R) [ou 
inversement (S)]. Ces preparations peuvent etre enantiopures ou essentiellement 
enantiopures, i.e. presenter un exces enantiomerique superieur ou egal a 97%. 

La presente invention a done aussi pour objet Putilisation d'une proteine a activite EH 
sur un epoxyde a CF 3 conforme a Pinvention, pour la preparation de tels melanges et 
30 preparations, a partir d'un epoxyde racemique ou non racemique. Suivant une mode de 
realisation prefere, Pepoxyde hydrolase de VAspergillus niger LCP521 est utilisee, par 
exemple une proteine d'extraction, une proteine recombinante ou une proteine produite par 
synthese chimique. Suivant un autre mode de realisation, on utilise une proteine d'une autre 
origine, ou un « variant », « homologue » ou « derive » de Pepoxyde hydrolase de 
35 VAspergillus niger LCP521 , qui a une activite EH sur un epoxyde a CF 3 , et de preference une 
activite biologique identique, similaire ou analogue a Pepoxyde hydrolase de VAspergillus 
niger LCP521 sur le meme substrat, voire une activite EH superieure a cette demiere. De 
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maniere preferee, cette proteine a actrvite EH presente pour un substrat . donne, un 
coefficient d'enantioselectivite E superieur ou egal a 10, de preference a 30. 



Suivant un autre mode de realisation, I'hydrolyse est non ou peu enantioselective. 
L'invention peut alors concerner entre autres un procede d'hydrolyse non enantioselective 
d'un melange racemique ou non racemique, d'epoxyde en diol procede dans lequel la 
reaction est conduite en systeme monophasique ou biphasique comme decrit supra. Suivant 
une modalite particuliere, on transforme un epoxyde racemique en diol racemique. Ce 
procede peut §tre conduit de maniere remarquable, dans des conditions experimentales 
particulierement douces et economiques, evitant en particulier ('utilisation d'un milieu acide 
ou basique mineral plus ou moins concentre. La selection d'une proteine a activite EH peut 
etre facilement realisee sur la base du test decrit supra, ou d'un test similaire, I'objectif etant 
cette fois de determiner et selectionner les proteines conduisant, pour un substrat donne, a 
un coefficient E inferieur a 10. 

Certains des epoxydes et diols selon l'invention sont des intermediaires utiles comme 
intermediaires de synthese de composes pharmaceutiquement actifs. Un autre objet de 
l'invention est done I'application du procede selon l'invention pour la preparation 
d'intermediaires de synthese de composes pharmaceutiquement actifs ou pour la 
preparation de tels composes pharmaceutiquement actifs, se presentant sous la forme 
epoxyde et/ou diol, de preference sous la forme epoxyde (R) ou (S), de preference 
enantiopure ou enantiomeriquement enrichie (i.e. presentant un exces enantiomerique 
superieur ou egal a 97%), ou sous la forme diol (R) ou (S), de preference enantiopure ou 
enantiomeriquement enrichie (i.e. presentant un exces enantiomerique superieur ou egal a 
97%). 

Plus generalement, l'invention s'applique a la production de produits d'interet 
industriel doues d'activite biologique, ou d'intermediaires de tels produits, par exemple dans 
les domaines phytosanitaires et agrochimiques, e.g. produits insecticides, anti-parasitaires, 
etc. 

Comme composes pharmaceutiquement actifs pouvant etre obtenus a partir des 
epoxydes et des diols selon l'invention, on peut citer par exemple : 
BRL-35 1 1 3 (CAS 90730-95-3) ; 
Clofuperol Hydrochloride (GAS 17230-8764) 

S-1551 1 (AN-2000-47942 ; J. Pharmacol. Exp. Then 295, N°2, 753-60, 2000) ; 
Aprepitant (CAS 170729-80-3) ; 
Fiumaxedol Hydrochloride (CnH^CIFaNO) ; 
Iralukast (CAS 15181-24-7 ; Novartis AG) ; 
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Mabuterol Hydrochloride (C 13 H 19 CI 2 F3N20) ; 
Oxaflozane Hydrochloride (CAS 26629-86-7) ; 
S-15261 (AN-94-44449 ; Diabetologia 37, N°10, 969-75, 1994) ; 
Fludorex (CAS 1 5221-81 -5) ; 
5 - Flumetramide (CAS 7125-73-7) ; 

Fluminorex (CAS 720-76-3) ; et 

L-709210, L-732138, L-733060, L-636281 , L-740141 , L-741671 , L-74231 1 , L-742694, 
ou L-758298 (Merck&Co Inc). 

10 L'invention va etre maintenant decrite plus en detail a I'aide d'exemples d'application 

non limitatifs. 

Exemples 

Dans les exemples qui suivent, I'enzyme utilisee est I'epoxyde hydrolase d'A. niger (EH 
15 dAn) de la souche LCP521. Cette enzyme est une proteine recombinante produite dans 
une souche d' Aspergillus niger conformement au procede decrit sous la partie B) « Clonage 
et caracterisation de I'epoxyde hydrolase soluble d'Aspergillus niger qui est apparentee aux 
epoxydes hydrolase microsomales de mammifere » dans WO-A-00 68394. Une enzymes 
ainsi produite est commercialement disponible comme mentionne supra. 
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Resolution cinetiaue par I'EH d'An - Svsteme monophasique 



Exemple 1 

Resolution cinetique du 4-(trifluoromethoxy-phe~nyl)-oxirane par I'EH d'An - Systeme 
25 monophasique 

5,1 mg de 4-(trifluoromethoxy-phenyl)-oxirane sont dissous dans 3 mL de DMSO. On 
ajoute 3 uL de 3-(trifluoromethyl)-acetophenone (etalon interne) et 7,9 mL d'eau distillee ([4- 
(trifluoromethoxy-phenyl)-oxirane]=2,5 mM ; %DMSO=30). Une solution enzymatique est 
30 preparee : 2 mg d'extrait enzymatique de I'EH d'An recombinante (caracterisee comme ayant 
une purete de I'ordre de 25%) sont dissous dans 4,550 mL d'eau distillee. Les solutions sont 
placees a 27°C pendant 30 min. On ajoute ensuite 100uL de solution enzymatique au milieu 
. reactionnel. 

Des prelevements reguliers du milieu reactionnel permettent de suivre au cours de la 
35 reaction l'exces enantiomerique du substrat residuel et son taux de conversion (400 uL du 
milieu reactionnel sont ajoutes a 200 pL d'acetonitrile. Apres agitation au vortex, extraire par 
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400 \}L d'/so-octane et injecter 2pL de la phase organique sur CPG chirale). Les valeurs 
obtenues correspondent a une vateur du coefficient d'6nantioselectivite E apparent de 30. 

Le coefficient d'enantioselectivite E est defini comme etant : 

5 

F _ In [(1-c)(1-ees)j 
ln[(1-c)(1+ees)] 

Avec c : taux de conversion 

ee s : Exces enantiomerique du substrat residue! apres hydrolyse enzymatique. 

10 

Analyses realisees sur une colonne type Chirasil-Dex CB (T=120°C ; tr=4,4 min et 4,8 min 
pour les deux enantiomeres de Pepoxyde ; tr=3,9 min pour Petalon interne) 

Exemple 2 

15 La procedure decrite dans Pexemple 1 est appliquee au 2-(trifluoromethy!~phenyl)-oxirane 
(4,7 mg soit [2-(trifluorom§thyl-phenyl)-oxirane] =2,5 mM), en presence de 25 % de DMSO. 
La solution enzymatique ajoutee (100pL) contient 2 mg d'extrait enzymatique de I'EH &An 
recombinante (caracterisee comme ayant une purete de I'ordre de 25%) dans 2,470 mL 
d'eau distillee. 

20 Les valeurs obtenues correspondent a un coefficient d'enantioselectivite E apparent de 5. 

Analyses realisees sur une colonne type Lipodex E (T=100°C ; tr=3,8 min et 4,8 min pour les 
deux enantiomeres de Pepoxyde ; tr= 4,3 pour Petalon interne) 

25 Exemple 3 

La procedure decrite dans Pexemple 1 est appliquee au 3-(trifluoromethyl-phenyl)-oxirane 
(5,0 mg soit [3-(trifluoromethyl-phenyl)-oxirane] =2,66 mM) , en presence de 20 % de DMSO. 
La solution enzymatique ajoutee (100pL) contient 2 mg d'extrait enzymatique de PEH d'An 
recombinante (caracterisee comme ayant une purete de Pordre de 25%) dans 2.680 mL 

30 d'eau distillee. 

Les valeurs obtenues correspondent a un coefficient d'enantioselectivite de 1 0. 

Analyses realisees sur une colonne type Chirasil-Dex CB (T=90°C ; tr=13,2 min et 13,7 min 
pour les deux enantiomeres de Pepoxyde ; tr=10,4 min pour Petalon interne) 

35 
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Exemple 4 

La procedure decrite dans Pexemple 1 est appliquee au 4-(trifluoromethyl-phenyl)-oxirane 
(4,7 mg soit [4-(trifluoromethyl-phenyl)-oxirane] =2,5 mM) , en presence de 20 % de DMSO. 
La solution enzymatique ajoutee (100pL) contient 2 mg d'extrait enzymatique de PEH d'An 
5 recombinante (caracterisee comme ayant une purete de I'ordre de 25%) dans 2.470 mL 
d'eau distillee. 

Les valeurs obtenues correspondent a un coefficient d'enantioselectivite E apparent de 50. 

Analyses realisees sur une colonne type Chirasfl-Dex CB (T=120°C ; tn=9,7 min et 10,7 min 
10 pour les deux enantiomeres de I'epoxyde ; tr=3,9 min pour I'etalon interne) 

Exemple 5 

La procedure decrite dans I'exemple 1 est appliquee au S^Cbistrifluoromethyl-phenyl)- 
o)drane (0,77 mg soit [3,5-(bistrifluoromethyI-pheny!)-ox!rane] =0,3 mM) , en presence de 25 
15 % de DMSO. La solution enzymatique ajoutee (100pL) contient 2 mg d'extrait enzymatique 
de PEH d'An recombinante (caracterisee comme ayant une purete de Pordre de 25%) dans 
1 5.065 mL d'eau distillee. 

Les valeurs obtenues correspondent a un coefficient d'enantioselectivite E apparent de 4. > 

20 

Analyses realisees sur une colonne type Chirasil-Dex CB (T=80°C ; tr=9,8 min et 10,1 min. 
pour les deux enantiomeres de I'epoxyde ; tr=17,1 min pour l'§talon interne) 

Exemple 6 

25 La procedure decrite dans i'exemple 1 est appliquee au methyK3-trifluoromethyl-phenyl)- 
oxirane (5,0 mg soit [methyK3-trifluorom6thyl-phenyl)-oxirane] =2,5 mM), en presence de 30 
% de DMSO. La solution enzymatique ajoutee (100pL) contient 2 mg d'extrait enzymatique 
de I'EH d'An recombinante (caracterisee comme ayant une purete de I'ordre de 25%) dans 
2.320 mL d'eau distillee. 

30 Les valeurs obtenues correspondent a un coefficient d'enantioselectivite de 25. 

Analyses realisees sur une colonne type Chirasil-Dex CB (T=100°C ; tr=8,5 min et 9,1 min 
pour les deux Enantiomeres de I'epoxyde ; tr=6,9 min pour I'etalon interne) 

35 Exemple 7 

La procedure decrite dans I'exemple 1 est appliquee au methyl-(4-trifluoromethyl-phenyl>- 
oxirane (3,6 mg soit [methyK^^ uorom6th yl"Phenyl)-oxirane] =1,8 mM), en presence de 30 
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% de DMSO. La solution enzymatique ajoutee (100pL) contient 2 mg d'extrait enzymatique 
de I'EH d'An recombinante (caracterisee comme ayant une purete de I'ordre de 25%) dans 
3.222 mL d'eau distillee. 

Les valeurs obtenues correspondent a un coefficient d'enantioselectivite E apparent de 30. 

Analyses realisees sur une colonne type Chirasil-Dex CB (T=120°C ; tr=6,4 min et 7,1 min 
pour les deux enantiomeres de I'epoxyde ; tr=3,9 min pour I'etalon interne) 

Exemple 8 

La procedure decrite dans ('exemple 1 est appliquee au 4-(trifiuoromethylthio-phenyl)-oxirane 
(4,4 mg soit [4-(trifluoromethylthio-phenyl)-oxirane] =2 mM), en presence de 30 % de DMSO. 
La solution enzymatique ajoutee (100uL) contient 2 mg d'extrait enzymatique de I'EH d'An 
recombinante (caracterisee comme ayant une purete de I'ordre de 25%) dans 5.273 mL 
d'eau distillee. 

Les valeurs obtenues correspondent a un coefficient d'enantioselectivite E apparent de 160. 

Analyses realisees sur une colonne type Chirasll-Dex CB (T=130°C ; tr=7,2 min et 7,6 min 
pour les deux enantiomeres de I'epoxyde ; tr=2,8 min pour I'etalon interne) 

Resolution cinetique par I'EH d'An - Svste m e biphasio.m - echelle analvt.mm 
Exemple 9 

Resolution cinetique du 4-(trifIuoromethoxy-phenyO-oxirane par I'EH d'An -. Systeme 
biphasique ; echelle analytique 

Dans un tube haut et etroit a fond plat (diametre 15 mm), 100 mg de 4- 
(triffuoromethoxy-phenyO-oxirane sont places dans 100 uL dYso-octane. On ajoute 20 pL de 
3-(trifluoromethyl)-acetophenone (etalon interne) et 850 pL d'eau distillee. Le fiacon est 
bouche, muni d'une violente agitation magnetique (formation d'une emulsion) et place a 
27°C. Avant I'ajout de 0,86 mg d'extrait enzymatique de I'EH d'An recombinante (purete 25 
%) en solution dans 50 M L d'eau distillee, ('agitation est stoppee, 1 M L de la phase organique 
est preleve et ('agitation est relancee. Le prelevement est dilue par de I'acetate d'ethyle et 
injecte en CPG chirale. Ce type de prelevement, repete au cours du temps, permet de suivre 
revolution de I'exces enantiomerique du substrat residue! et du taux de conversion de 
Tepoxyde. Les valeurs obtenues correspondent a un coefficient d'enantioselectivite E 
apparent de 160. 
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Analyses realises sur une colonne type Chirasil-Dex CB (T=120°C ; tr=4,4 min et 4,8 min 
pour ies deux enantiomeres de I'epoxyde ; tp=3,9 min pour I'etalon interne) 

Exemple 10 

5 La procedure decrite dans I'exemple 9 est appliquee au 2-(trifIuoromethyl-phenyl)-oxirane. 
Dans ce cas r pour 100 mg de substrat sont ajoutes 1,7 mg d'extrait enzymatique de TEH 
d'An recombinante (purete 25 %). 

Les valeurs obtenues correspondent a un coefficient d'enantioselectivite E apparent de 20. 

10 Exemple 11 

La procedure decrite dans I'exemple 9 est appliquee au 3-(trifluoromethyl-phenyl)-oxirane. 
Dans ce cas, pour 100 mg de substrat sont ajoutes 1,7 mg d'extrait enzymatique de TEH 
d'An recombinante (purete 25 %). 

Les valeurs obtenues correspondent a un coefficient d'enantioselectivite E apparent de 10. 

15 

Exemple 12 

La procedure decrite dans I'exemple 9 est appliquee au 4-(trifluoromethyl-phenyl)-oxirane: 
Dans ce cas, pour 100 mg de substrat sont ajoutes 1,7 mg d'extrait enzymatique de PEH . ■ 
d'An recombinante (purete 25 %). 
20 Les valeurs obtenues correspondent a un coefficient d'enantioselectivite E apparent de 270. ; 

Exemple 13 

La procedure decrite dans I'exemple 9 est appliquee au (3,5-bistrifluoromethyI-phenyl)- 
oxirane. Dans ce cas, pour 100 mg de substrat sont ajoutes 1 ,7 mg d'extrait enzymatique de 
25 I'EH d'An recombinante (purete 25 %). 

Les valeurs obtenues correspondent a un coefficient d'enantioselectivite E apparent de 17. 

Exemple 14 

La procedure decrite dans I'exemple 9 est appliquee au methyl-(3-trifIuoromethyI-phenyl)- 
30 oxirane. Dans ce cas, pour 100 mg de substrat sont ajoutes 1 ,7 mg d'extrait enzymatique de 
I'EH d'An recombinante (purete 25 %). 

Les valeurs obtenues correspondent a un coefficient d'enantioselectivite E apparent de 25. 
Exemple 15 

35 La procedure decrite dans I'exemple 9 est appliquee au methyl-(4-trifIuoromethyl-phenyl)~ 
oxirane. Dans ce cas, pour 100 mg de substrat sont ajoutes 1,7 mg d'extrait enzymatique de 
I'EH d'An recombinante (purete 25 %). 
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Les valeurs obtenues correspondent a un coefficient d'enantioselectivite E apparent de 50. 
Resolution cinetique par methode chimique (comparatifl 
Exemple 16 

Resolution cinetique de 4-(trifluoromethoxy-ph6nyl)-oxirane par methode chimique 

Dans un mini-reacteur de 1 mL muni d'une agitation magnetique, 204 mg (1 mmoie) de 4- 
(trifluoromethoxy-phenyl)-oxirane sont ajoutes a 4,76 mg (0.007 mmoie) de 
(RR)(Salen)Co(OAc). On introduit en une seule fois 9,9 uL d'eau (0.55 mmol) a temperature 
ambiante. Le systeme est place pendant 48h sous agitation a temperature ambiante. On 
extrait ensuite la totalit6 du milieu reactionnel par 10 mL d7so-octane. 1 mL de ia phase 
organique est alors preleve. On lui ajoute 1 mL de solution d'/so-octane contenant de I'etalon 
3-(trifluoromethyl)-acetophenone a 5 g.L" 1 . 0.2 uL de ce melange est injecte en GC chirale. 
Les valeurs obtenues (ee 6poxyde ^^,=98,6 % ; ee diol foim6 =89,0 %) correspondent a un 
coefficient d'enantioselectivte E apparent de 84. 

Exemple 17 

La procedure decrite dans I'exemple 16 est appliquee au (2-trifluoromethyl-phenyI)-oxirane a 
I'echelle de la millimole. 

Les valeurs obtenues (ee^^ ^,^=23,3 % ; c=77,7 %) correspondent a un coefficient 
d'enantioselectivite E apparent de 1.4. 

Exemple 18 

La procedure decrite dans I'exemple 16 est appliquee au (3-trifluorom6thyl-phenyl)-oxirane a 
I'echelle de la millimole. 

Les valeurs obtenues (e e(5pa)cyde ^^,=100 % ; c=61 %) correspondent a un coefficient 
d'enantioselectivite E apparent superieur ou egal a 33. 

Exemple 19 

La procedure decrite dans I'exemple 16 est appliquee au (4-trifluoromethyl-phenyl)-oxirane a 
I'echelle de la millimole. 

Les valeurs obtenues (ee 6poxyde ^^=97,8 % ; ee dioI formS =79,3 %) correspondent a un 
coefficient d'enantioselectivite E apparent de 38. 
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Exemple 20 

La procedure decrite dans I'exemple 16 est appliquee au methyK3-trifluoromethyl-phenyl)- 
oxirane a Pechelle de la millimole. 

Les valeurs obtenues (ee 6poxyd e ruduar 5 0,1 % ; c =2,0 %) correspondent a un coefficient 
5 d'enantioselectivite E apparent de 1 . 

Exemple 21 

La procedure decrite dans I'exemple 16 est appliquee au methyI-(4-trifluoromethyI-phenyi)- 
oxirane a I'echelle de la millimole. 
10 Les valeurs obtenues (ee 6p0 xyde tuo*r0,2 % ; c =19,4 %) correspondent a un coefficient 
d'enantioselectivite E apparent proche de 1 . 

Exemple 22 

La procedure decrite dans I'exemple 16 est appliquee au 4-(trifluoromethylthio-phenyi)- 
15 oxirane a I'echelle de la millimole. 

. Les valeurs obtenues (ee 6poxyc ie riddueF 99,6 %; eedioi tom* = 89,4 %), correspondent a un 
coefficient d'enantioselectivite E apparent de 110. 

Resolution cinetique par TEH d'An ~ Svsteme biphasique - u. 
20 Echelle preparative 

' "< 

Exemple 23 

Resolution cinetique de 4-(trifluoromeihoxy-phenyl)-oxirane par I'EH d'An - Systeme 
biphasique ; echelle preparative. 

25 

Dans un flacon muni d'une agitation mecanique, on place 1,25 g de 4-(trifluoromethoxy- 
phenyf)-oxirane racemique (soit 6,13 mmoles) dans 2,5 mL d'/so-octane. On ajoute 21,5 mL 
d'eau distillee. L'ensemble est place sous agitation dans un bain thermostate a 27°°. 
Pendant ce temps, on prepare une solution enzymatique contenant 12,5 mg par mL d'eau 
30 d'extrait enzymatique EH d'An recombinante (purete 25 %). Cette solution est elle aussi 
placee a 27° c . Aprds 30 minutes, on ajoute au milieu reactionnel 1 mL de la solution 
enzymatique precedemment preparee. Ce moment correspond au temps to. 

La reaction est suivie par GC chirale. On preleve regulierement 1 pL au milieu reactionnel 
35 que Ton ajoute a 40 yL d'acetate d'§thyle places au prealable dans un eppendorf. Apres 
agitation au vortex et centrifugation, on injecte en GC chirale pour mesurer I'exces 
enantiomerique de I'epoxyde residue!. Lorsqu'il atteint une valeur suffisante (exces 
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enantiomerique>97 %), on stoppe la reaction par ajout de 30 m!_ d'acetate d'ethyle. On 
laisse decanter, recupere la phase organlque et extrait par 2x50 mL d'acetate d'ethyle la 
phase aqueuse. Les phases organiques sont reunies, lavees par 30 mL de solution aqueuse 
saturee en NaCI, secbees sur MgS0 4 et concentrees sous pression reduite. L'epoxyde 
5 residuel et le diol forme sont separes par chromatographie flash sur gel de silice (50 parties ; 
eluant : hexane / acetate d'ethyle 90/10 jusqu'a acetate d'ethyle pur). En vue de la mesure 
des pouvoirs rotatoires, chaque produit isole subit ensuite une purification au four a boules 
pour eliminer toute trace de solvant et de silice. On obtient 615 mg de (R)-(4- 
trifluoromethoxy-phenyl)-ethane-1,2-diol (rdt= 45,6%; ee= 94,5%) et 543 mg de (S)-4- 
10 (trifluoromethoxy-phenyl)-oxirane (rdt= 43,4% ; ee = 98,6%). 



Analyse structurale 

(S)-4-ftrifluorom6thoxv-Dhenvl)-oxirane 

15 RMN 1 H / CDCI 3 : 5 2,79 (dd, 1 H, 3 J HH = 2,5 Hz, 1 J HH = 5,3 Hz, H n ), 

5 3,19 (dd, 1H, 3 J HH = 4,0 Hz, 1 J HH = 5,3 Hz, HO, 5 3,92 (dd, 1H, 
§ J HH = 2,5 Hz, 3 J HH = 4,0 Hz, H 2 ), 5 7,38-7,65 (m, 4H, H 4 6 7 8 ). 



20 CF ^ 




RMN 13 C/ CDC! 3 : 5 51,3 (C,), 5 51,7 (Ca), 6 120,4 (q, 1 J CF =265,5 
Hz > Cn), 5 121,1 (C 4 et C 8 ), 5 126,9 (C 5 et C 7 ), 6 136,4 (C 3 ), 5 
149,1 (q,J=1,9 Hz, C e ). 



[ajo 2 ^ +13.7 (c=1,58 ; CHCI 3 ) 
25 (/?Vf4-trtfluoromethoxv-ohenvn-ethane-1.2-diol 
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cf, 



3\ 




RMN 1 H / CDCI 3 : 5 2,13 (s, 1H, H 10 ou H 9 ), 6 2,69 (s, 1H, H 10 ou 
H 9 ), 6 3,70 (m, 2H. H 1>r ), 5 4,84 (m, 1H, Ha), 5 7,21 (d, 2H, 3 J HH = 
8,75 Hz, H 4>8 ), 5 7,41 (d, 2H, 3 J HH = 8,5 Hz, H 57 ). 



OH 



Mo 1 



l 22 =^1,5(c=1 ) 04;CHCI 3 ) 



Exemple 24 

35 La procedure decrite dans I'exemple 23 est appliquee au 2-(trifluoromethyl-phenyl)-oxirane. 
On obtient le (S)-2-(trifluoromethyl-phenyl)-oxirane (rdt=34,5% ; ee=97,9%) et le (R)-2- 
trifluoromethyl-phenyl)-ethane-1,2-diol (rdt=59,2% ; ee=77,3%). 
Analyse structurale 

(SV2-ft rifluoromethvlohenvn-oxirane 



40 




RMN 1 H / DMSO-cfe : 5 2,75 (dd, 1H, 1 Jhh = 5,5 Hz, 3 Jhh = 2,5 Hz, 
H,), 5 3,21 (dd, 1H, 1 Jhh = 5,5 Hz, 3 J HH = 4,25 Hz H r ), 5 4,15 (m, 
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1H, H 2 ), 5 7,44 (d. 1H, 3 Jhh = 7,75 Hz, H 8 ), 5 7,54 (t, 3 J HH = 7,5 Hz, 
H 7 ), 5 7,63 (t, 1H, 3 J HH = 7,5 Hz, H 6 ), 5 7,75 (d, 1H, 3 J HH = 7,75 Hz, 
H s ). 

5 RMN / DMSO-cfe : 5 48,5 (q, 4 J CF =2,7 Hz. d), 6 50,2 (d), 5 

124,3 (q, 1 J CF =273,5, do), 5 125,5 (q, 3 J C f=5,4 Hz, C 5 ), 6 125,55 
(det d), 5 126,9 (q, 2 J CF =30,7 Hz, C 4 ), 6 128,2 (C 7 ),5 136,2 (m, 
d). 

1 0 Md 2 ^ +62,4 (c=0,89 ; CHCI 3 ) 

(f?)-2-(trifluoromethvl-phenvl)-ethane-1.2-diol 



RMN 1 H / CDCI3 : 6 2,45 (s, 1H, H 9 ou H 10 ), 5 3,00 (s, 1H, H 9 ou 
H 10 ), 5 3,67 (massif, 2H, H^.), 6 5,23 (massif, 1H, H 2 ) 5 7,44-7,65 
(m, 4H, H 4l e, 7 .8). 



RMN 13 C / CDCU : 5 67,8 (d), 5 74,4 (C2), 5 125,6 (q, 3 J CF =5,8 
Hz, d), 5 124,2 (q, 1 J CF =273,7 Hz, C„), 5 127,3 (q, 2 J CF =30,3 Hz, 
d), 5 128,0 (d ou d), 5 128,2 (C 6 ou C 8 ). 5 132,2 (d). 5 139,2 
(C 3 ). 

[efl D ^= -47,9 (c=0,98 ; CHCI 3 ) 



La procedure decrite dans I'exemple 23 est appliquee au 3-(trifluoromethyl-phenyl)-oxirane. 
On obtient le (S)-3-(trifluoromethyl-phenyl)-oxirane (rdt=11,4%; ee=98,7%) et le (R)-3- 
30 (trifluoromethyi-phenyi)-ethane-1,2-diol (rdt=84,9% ; ee=13,2%). 



Analyse structurale 

(S)-3-(trifluoromethvl-phenvl)-oxirane 



RMN 1 H / CDCI3 : 5 2,79 (dd, 1H, 3 Jhh = 2,5 Hz, 1 J HH = 5.3 Hz, H-,). 
5 3,19 (dd, 1H, 3 Jhh = 4,0 Hz, 1 J HH = 5,3 Hz, H-,), 5 3,92 (dd, 1H, 
3 Jhh = 2,5 Hz, 3 J HH = 4,0 Hz. Hz), 5 7,38-7,65 (m, 4H, H 4 . 6 ,7.e). 

RMN 13 C / CDCI3 : 5 51,4 (C), 5 51,7 (d), 5 122,3 (q, 3 J CF =3,8 
Hz, d), 5 124,0 (q, 1 J CF =272,0 Hz, do), 5 125,0 (q, 3 J CF =3,7 Hz, 
d), 5 129,0 (d ou d), 5 129,8 (d ou d), 5 131,0 (q, 2 J CF =32,4 
Hz, d), 5 138,8 (d). 

RMN 19 F/CDCI 3 :5 12.9 
45 
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[a] D 22 = + 9,1 (c=0,92 ; CHCI 3 ). configuration (S) d'apres Ferris, M. 
J., Arylethanolamine derivatives and their use in pharmaceutical 
compositions, EP 40,000, 1981. 



(R)-3-(trifluoromethvl-Dhenvn-ethane-1.2-diol 



10 



15 



20 




RMN 1 H / CDCI 3 : 5 2,16 (s, 1H, H 9 ou H 10 ), 5 2,33 (s, 1H, H 9 ou 
H10), 6 3,71 (ddd, 2H, 1 J H1H v =11 Hz, 3 J H9H i = 3,25 Hz, 3 J H9H1 . = 
8,25 Hz, Hi.,.). 6 7,44-7,65 (m, 4H, H 4 . 6 . 7t8 ). 

RMN 13 C / CDCI3 : 5 67,9 (d), 6 74,0 (QO, 6 122,8 (q, 3 J CF =3,8 
Hz, C 4 ), 6 124,8 (q, 3 J CF =3,7 Hz, C 6 ), 5 124,0 (q, 1 J CF =272,4 Hz, 
Cn), 6 129,0 (C 7 ou Q,), 5 129,4 (C 7 ou C 8 ), 6 130,9 (q, 2 J CF =32,3 
Hz, C 5 ), 5 139,4 (C3). 

Md 2 ^ -5,7 (c=0,98 ; CHCI 3 ) 

Exemple 26 

La procedure decrite dans I'exemple 23 est appliquee au 4-(trifIuoromethyl-phenyl)-oxirane. 
On obtient le (S)-4-(trifluoromethyl-phenyi)-oxirane (rdt=37,4% ; ee=97,9%) et le (R)-4- 
(trifluoromethyl-phenyl)-ethane-1,2-diol (rdt=51,3% ; ee=84,3%). 
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Analyse structumle 

(S)-4-(trifluoromethvl-Ph6nvn-oxirane 



RMN *H / CDCI3 : 5 2,77 (dd, 1H, *J HH = 5,75 Hz, 3 J HH = 2,75 Hz, 
H n ), 5 3,18 (dd, 1H, 'Jhh = 5,75 Hz, 3 J HH = 4,0 Hz H r ), 5 3,91 (dd, 
6 1 H, 3 J HH = 4 Hz, 3 J hh = 2,75 Hz, H 2 ), 5 7,39 (d, 1 H, 3 J HH = 8 Hz, H 4 , 

^ H 8 ), 5 7,60 (d, 2H, 3 J HH = 8 Hz, H 5 , H 7 ). 

RMN 13 C / CDCI3 : 6 51,4 (C,), 5 51,7 (C 2 ), 6 124.0 (q, 1 J CF =271,8 
Hz, do), 5 125,5 (q, 3 J CF =4,0 Hz, C 5 et C 7 ), 5 125,7 (C 4 et C e ), 5 
130,4 (q, 2 Jcf=32,2 Hz, C 6 ), 5 141 (s, C 3 ). 



[a] D 22 =+18,0 (c=1,13 ; CHCI 3 ) 
(fg^Ctrifiuoromethvl-phenvn-ethane-l^-diol 
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RMN 1 H / CDCI 3 : 5 2,07 (s, 1H, H 10 ou H 9 ), 5 2,70 (s, 1H, H 10 ou 
H 9 ), 5 3,88 (m, 2H, H lir ), 6 4,89 (m, 1H, H 2 ), 5 7,50 (d, 2H, 3 J HH = 
8,5 Hz, H 4l8 ), 5 7,63 (d, 2H, 3 J HH = 8,5 Hz, H 5<7 ). 

Md^-39,3 (c=1,03 ; CHCI 3 ) configuration (R) d'apres Shimada, 
T.; Mukaide, K.; Shinohara, A.; Han, J. W.; Hayashi, T., 
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Asymmetric synthesis of 1-Aryl-1,2-ethanediois from Arylcetylenes 
by Palladium-Catalysed asymmetric hydrosilylation as a key step, 
J. Am. Chem. Soc, 2002, 124, 1584-1585. 

5 Exemple 27 

La procedure decrite dans I'exemple 23 est appliquee au methy!-(3-trifluoromethyI-phenyl)- 
oxirane. On obtient le (S)-methyl-(3-trifluoromethyl-phenyl)-oxirane (rdt=32,7% ; ee=98,3%) 
et le (f?)-methyl-(3-trifluoromethy!-phenyl)-ethane-1,2-diol (rdt=64,1% ; ee=59,0%). 

10 Analyse structurale 

(S)-methyl-(3-trifluoromethvl-phenv0-oxirane 



15 



20 




RMN 1 H / CDCI 3 : 6 1,55 (s, 3H, H 10 ), 5 2,75 (d, 1H, 1 J HH = 5,4 Hz, 
H,), 5 2,98 (d, 1H, 'Jhh = 5,4 Hz, H,), 6 7,40-7,59 (m, 4H, H 4 , 6 . 7 , 8 ). 

RMN 13 C / CDCI 3 : 6 21,5 (C 10 ),5 56,2 (C,). 5 57,0 (C£, 5 122,2 (q, 
3 J CF =3,8 Hz, C4OU Ce), 5 124,1 (q, 1 J CF =272,5 Hz, C,,), 5 124,3 (q, 
1 Jcf=3,8 Hz, C 4 ou C 6 ), S 128,7 (C 7 ), 5 128,9 (C 8 ), 5 130,8 (q, 
2 J CF =32,1 Hz, C s ), 5 142,4 (C 3 ). 

RWIN 19 F/CDCI 3 :5 13,0 

[a] D 22 =+8,3 (c=1 ,00 ; CHCI 3 ) 
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(f?)-methyl-f3-trifluoromethvl-phenvn-ethane-1.2-dfol 




RMN 1 H / CDCI3 : 5 1,52 (s, 3H, H„), 5 2,37 (s, 1H, H 9 ou H 10 ), 5 
2,99 (s, 1H, H 9 ou H 10 ), 5 3,69 (m, 2H, H,.,-), 6 7,43-7,73 (m, 4H, 

30 H 4i8|7>8 ). 

RMN 13 C / CDCI3 : 5 26,0 (C„),6 70,7 (C,), 6 74,7 (C 2 ), 5 122,1 (q, 
3 Jcf=3,8 Hz, C 4 ). 5 124,0 (q, 1 J CF =3,8 Hz, C 6 ), 6 124,2 (q, 
1 J CF =272,4 Hz, C 12 ). 5 128,6 (C 7 ou C 8 ), 5 128,8 (C 7 ou C 8 ). 5 
35 1 30,7 (q, 2 J CF =32,1 Hz, C s ), 5 142,4 (C 3 ). 

Mo 22 ^ -5,9 (c=1 ,25 ; CHCI 3 ) 

Exemple 28 

40 La procedure decrite dans I'exemple 23 est appliquee au methyl-(4-trifluoromethyl-phenyl)- 
oxirane. On obtient le (S)-methyl-(4-trifluoromethyl-phenyI)-oxirane (rdt=35,0% ; ee=99,1%) 
et le (/?)-methyl-(4-trifluoromethyl-phenyl)-ethane-1,2-diol (rdt=58,0% ; ee=88,3%). 



Analyse structurale 
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fSVmethvl-f4-trifluor nmethvl-Dh6nvl)-oxirane 




RMN 1 H / CDCI 3 : 6 1,73 (s, 3H, H 10 ). 5 2,76 (d, 1H, 1 J HH = 5,4 Hz 

%\ 5 xh°L ( 1- 1H " > = 5 ' 4 HZ ' Hl) - 5 7 ' 48 2H > 3j hh = 8,1 Hz 
H 4 . 8 ). 5 7,59 (d, 2H, 3 J HH = 8, 1 Hz, H 5>7 ). 

RMN 13 C / CDCI 3 : 5 22,2 (C 10 ),6 57,1 (C,), 5 57,8 (Ca), 5 124,9 (q 
et C 8 ), 6 130,5 (q, *J CF =31,9 Hz, C 6 ), 5 146,1 (C 3 ). 
fajo^ +16.7 (c=0.89 ; CHCI 3 ) 



(f?)-m6thvl-f4-trifluoro methvl-Dhenv[)-ethane-1.2-dinl 




RMN 1 H/CDCI 3 : 6 1,55 1 (s, 3H. Hl1 ), 6 1.84 (dd, 1H, 3 J H9H1 = 5 Hz, 
JH9H1- = 7,25 Hz, H 9 ) 5 2,68 (s, 1 H, H 10 ), 6 3,74 (ddd, 2H, 1 J H1H1 . = 
11 Hz, Jh9hi = 5 Hz, 3 JH9Hr = 7.25 Hz, H 1t1 .), 5 7,58 (d, 2H, 3 Jhh = 
8,75 Hz, H 4 . 8 ), 6 7,63 (d, 2H, 3 J„h = 8,75 Hz, H 5>7 ). ™ 



Exempfe 29 



Md 2 = -9,4 (c=1,03 ; CHCI3 ) 



Dans un flacon muni d'une agitation mecanique, on place 645 mg de 4-(trifluoromethylthio- 

phenyf)-oxirane racemique (soit 2.93 mmoles) dans 6,45 mL dVso-octane. On ajoute 57.05 

mL d'eau disfillee. L'ensemble est place sous agitation dans un bain thermostats a 27" c . 

Pendant ce temps, on prepare une solution enzymatique contenant 12.9 mg par mL d'eau 

d'extrait enzymatique EH d'An recombinante (purete 25 %). Cette solution est elle aussi 

placee a 27°°. Apres 30 minutes, on ajoute au milieu reactionnel 1 mL de la solution 

enzymatique prec6demment preparee. Ce moment correspond au temps to. 

Le suivi et le traitement de la reaction retenus sont ceux presentes dans I'exemple 23. 

On obtient le (S)-4-(trlfluoromethylthio-phenyl)-oxlrane (rdt=37,2% ; ee=98,0%) et le (R)-4- 

(trifluoromethylthio-phenyl)-ethane-1,2-diol(rdt=38,9% ; ee=85,0%). 

Analyse structurale 

fSV4-ftrifluoromethvlthio-ohenvlVoxirane 

^ RMN 1 H / CDCI; 



CF„. 




IN / CDCI 3 : 5 2,78 (dd, 1H, 3 J HH = 2,5 Hz, 1 Jhh = 5,5 Hz, H,), 
,18 (dd, 1H, J HH = 4,0 Hz, 1 J HH = 5.5 Hz, H,), 5 3,89 (dd, 1H 

J *t H Z 2,5 H2 ' 3 Jhh = 4 *° H2>1 5 7,37 2H ' 3j hh = 8,2 Hz, H 48 ), 
)7,64(d.2H, 3 JHH = 8,2Hz,H 57 ). 
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RMN 13 C / DMSO-d 6 : 5 66,9 (C,), 6 73,1 (C 2 ), 5 124,0 (q, J=1,9 
Hz, C 6 ), 5 127,9 (C 4 et C 8 ), 5 129,6 (q, 1 J CF =307.6 Hz, d), 6 
135,7 (C 5 et C 7 ), 6 147,4 (C 3 ). 



[ah- +21,1 (c=1,20 ; CHCI 3 ) 
(R)-4-(trifluoromethvlthio-phenvl)-ethane-1.2-diol 



CF, 




RMN 1 H / DMSO-c/ e : 5 3,46 (m, 2H, Hi, r ), 5 4,61 (dd, 1H, J = 4.25 
Hz, J= 5,75 Hz, Hs). 6 4,83 (dd, 1H, J = 5.75 Hz, J = 5.75 Hz, H 9 ), 
6 5,47 (d, 1H, J = 4.25 Hz, H 10 ), 5 7.51 (d, 2H, 3 J HH = 8 Hz, H 4t8 ), 5 
7,67 (d, 2H, 3 J HH =8Hz, H 5<7 ). 

RMN i3 C / DMSO-cfe: 5 67,9 (d),5 73,1 (Ca), 5 74,7 (Cz), 5 120,8 
(C 6 ), 5 130,0 (q, 1 J CF =318.4 Hz, C„), 5 127,9 (C 4 et C a ), 5 135,8 
(C 5 et C 7 ), 5 147,4 (C 3 ). 

Md 2 ^ -5,0 (c=1,18 ; CHCI 3 ) 



Determination des configurations absolues 



Diols non decrits dans la Merature 
Nous avons applique une methode utilisant le dichroisme circulaire decrite sur des substrats 
25 du m§me type, par Bar, L. D.; Pescitelli, G.; Pratelli, C; Pini, D.; Salyadori, P!, 
Deteimination of absolute configuration of acyclic 1,2-diols with Mo2(OAc)4. Snatzke's 
method revisited, J. Org. Chem., 2001, 66, 4819-4825. 
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Protocole experimental : 
A une solution d'environ 0,6 a 0,7 mg.mL/ 1 de Mo 2 (AcO) 4 commercial dans le DMSO, 
une quantite de diol est ajoutee de telle sorte que le ratio !igand/m§tal soit compris entre 
0,6:1,2 (pour les substrats de faible purete optique). Le premier ICD (Induced Circular 
Dichroism) est mesure immediatement apres le melange et un controle est effectue toutes 
les dix minutes jusqu'a stabilisation (40-50 min). 
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Resultats 
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Dichroisme circulate ; conditions & resultats experimentaux (Ae normalise par rapport a la concentration en dot) 



Selon les regies decrites par Snatzke, tous les diols testes sont de configuration absolue 

(R). 

Epoxvdes non dScrits dans la fittSratum 

On obtient la configuration absolue des epoxydes par correlation chimique. Les diols 
sont cyclises en epoxyde avec retention de configuration (methode decrite ci-dessous dans 
I'exemple 30. L'injection en GC chirale permet par comparaison du chromatogramme obtenu 
avec I'epoxyde issu de la reaction enzymatique de deduire la configuration absolue de 
I'epoxyde. 

Exemple 30 

Cyclisation du (/?)-methyl-(3-trifluoromethyl-phenyl)-ethane-1,2-diol 

Dans un mini-reacteur conique de 3 mL muni d'une agitation magnetique, on place 
11,0 mg (1 mmole) de (/?)-methyl-(3-trifluoromethyl-phenyl)-ethane-1 ,2-diol (ee=88,3%) et 
500 pL de THF. On ajoute un equivalent de chlorure de tosyle en solution dans 500 pL de 
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THF. Apres tine heure d'agitation a temperature ambiante, on ajoute 6 equivalents d'hydrure 
de sodium. Apres 12h d'agitation, on ajoute 100 d'eau et extrait par 1 mL d'ether 
ethylique. On injecte la phase organique en GC chirale. 

5 Cette technique a permis de montrer que tous les epoxydes residuels decrits dans ies 

exemples 23 a 29 etaient de configuration absolue (S). 

II doit etre bien compris que Tinvention definie par les revendications annexees n'est 
10 pas limitee aux modes de realisation particuliers indiques dans la description ci-dessus, mais 
en englobe les variantes qui ne sortent ni du cadre ni de Tesprit de la presente invention. 
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Revendications 

1- Procede d'hydrolyse d'un epoxyde fluore comportant un ou plusieurs groupes 
CF 3l procede dans lequel on traite I'epoxyde en presence d'eau avec une proteine ayant une 
activite epoxyde hydrolase (EH) sur les epoxydes a CF 3 de maniere a induire I'ouverture de 
I'epoxyde et la formation du diol vicinal 

2- Procede selon ia revendication 1, dans lequel la proteine ayant une activite 
epoxyde hydrolase (EH) sur les epoxydes a CF 3 comporte la sequence en acides amines 
suivante : 

i. la sequence en acides amines SEQ ID NO : 2 ; ou 

IL une sequence ayant un pourcentage d'homologie egal ou superieur a 40 
%, de preference a 80 %, de maniere plus preferee a 85 %, de maniere 
encore plus preferee a 90 %, et mieux encore a 95, 96, 97, 98 ou 99 % 
avec la SEQ ID NO : 2, la proteine ainsi definie ayant une activite EH sur 
ies epoxydes a CF 3 ; 

Hi. une sequence comprenant au moins 10, de preference au moins 20, de 
maniere plus preferee au moins 50 ou 100 acides amines cons6cutifs de 
la SEQ ID NO : 2 ou d'une sequence telle que definie sous ii, la proteine 
ainsi definie ayant une activite EH sur les epoxydes & CF 3 . 

3- Proced§ selon la revendication 1 ou 2, dans lequel la proteine est codee par un 
acide nucleique comprenant la sequence suivante : 

(a) la sequence nucleotidique representee a la SEQ ID NO : 1; 

(b) une sequence nucleotidique qui code pour la sequence d'acides amines SEQ 
ID NO : 2 ; 

(c) une sequence nucleotidique qui differe de la sequence selon (a) ou (b) par 
degenerescence du code; 

(d) une sequence nucleotidique s'hybridant a une sequence selon (a), (b) ou (c), 
et codant pour une proteine ayant une activite EH sur les epoxydes a CF 3 ; 

(e) une sequence nucleotidique ayant un pourcentage d'identite §gal ou superieur 
a 45 %, de preference a 80 %, de maniere plus preferee a 85 %, de maniere 
encore plus preferee a 90 %, et mieux encore £ 95, 96, 97, 98 ou 99 % avec la 
SEQ ID NO: 1, et codant pour une proteine ayant une activite EH sur les 
epoxydes a CF 3 ; 

(f) un fragment d'une sequence nucleotidique selon (a), (b), (c), (d) ou (e), 
comprenant au moins 30, de preference au moins 60, de maniere plus preferee 
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au moins 150 ou 300 nucleotides consecutifs, et codant pour une proteine ayant 
une activite EH sur ies epoxydes a CF 3 . 

4- Procede selon I'une des revendications 1 a 3, dans lequel la proteine est 
5 I'epoxyde hydrolasie d'Aspergillus niger LCP521 , naturelle ou recombinante. 

5- Procede selon Tune quelconque des revendications 1 a 4, caracterisee en ce 
que I'epoxyde repond a !a formule (I) : 

10 R 
. dans laquelle : 

- le groupe R represente un groupe alkyle, alcenyle, cycloalkyle, aryle ou aralkyle, 
eventuellement substitue par alkyle, alcoxy, aikylthio ou halogene; Ies substituants alkyle, 
alcoxy, aikylthio comportant une chaTne hydrocarbonee en C^Ce, de preference en C^C 3l 

15 lineaire, ramifie ou cyclique et comportant eventuellement un ou plusieurs atomes 
d'haiogene, tels que CI, F, Br, de preference F ; ' 7 

- le groupe R' represente H ou un alkyle lineaire, ramifie ou cyclique en CrC 10 , de 
preference en C 1f C 2 ou C 3 et comportant eventuellement un ou plusieurs atomes 
d'haiogene, tels que CI, F, Br, de preference F ; 

20 - etant entendu que Tun au moins des radicaux R et R' est, ou comporte, un ou plusieurs, del 
preference de 1 3 3, groupements trifluoromethyle (CF 3 ). 

6- Procede selon la revendication 5 t dans lequel I'epoxyde de formule (I) est tel 
que R' est H ou un alkyle lineaire en C^ C 2 ou C 3> de preference R' est H ou alkyle en C n 
eventuellement substitue par un ou plusieurs atomes d'halogenes, de preference par 3 

25 atomes de F. 

7- Procede selon la revendication 5 ou 6 , dans lequel, a la formule (I), Ies groupes 
R sont choisis parmi Ies groupes suivants : 

- alkyles lineaires ou ramifies, comportant de 1 a 10 C, de preference de 1 a 6 C, 
eventuellement substitue par un ou plusieurs atomes d'haiogene, tels que CI, F, Br, de 

30 preference F ; 

- cycloalkyle comportant de 3 a 10 C, de preference de 3 a 8 C, eventuellement substitue par 
un ou plusieurs atomes d'haiogene, tels que CI, F, Br, de preference F ; 

- phenyle ou naphtyle, eventuellement substitue par un ou plusieurs atomes d'haiogene, tels 
que CI, F, Br, de preference F ; 
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- aralkyle comportant de 7 a 18 C, eventuellement substitue par un ou plusieurs atomes 
d'halogene, tels que Cl t F, Br, de preference F. 

8- Procede selon i'une des revendications 5 a 7, dans lequel R comporte de 1 a 3 
groupements CF 3 . 

9- Procede selon I'une des revendications 5 a 8, dans lequel R est un phenyle 
substitue par de 1 a 3 groupes choisis parmi trffluoromethyle, trifiuoromethoxy et 
trifluoromethylthio. 

10- Procede selon Tune quelconque des revendications 1 a 9, dans lequel I'epoxyde 
est un melange d'enantiomeres (R) et (S). 

11- Procede selon la revendicatiori 10, dans lequel le melange est racemique. 

12- Procede selon Tune des revendications 1 a 12, dans lequel on effectue une 
hydrolyse d'epoxyde avec un coefficient d'enantioselectivite superieur ou egal a 10, de 
preference superieur ou egal a 30. 

13- Procede selon la revendication 10 ou 11, dans lequel on effectue une hydrolyse 
enantioselective et Ton produit un melange enrichi en Tun des isomeres et en dio! 
correspondant a Pautre isomere. 

14- Procede selon Tune des revendications 1 a 13, dans lequel on produit une 
preparation enrichie en epoxyde (S) et en diol (R). 

15- Procede selon la revendication 14, dans lequel, a Tissue de la reaction 
d'hydrolyse, on separe le diol (R) de Tepoxyde (S), et Ton recupere ce dernier. 

16- Procede selon Tune des revendications 1 a 13, dans lequel on produit une 
preparation enrichie en epoxyde (R) et en diol (S). 

17- Procede selon la revendication 16, dans lequel, a Tissue de la reaction 
d'hydrolyse, on separe le diol (S) de I'epoxyde (R), et Ton recupere ce dernier. 
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18- Precede selon Tune des revendications 1 a 13, dans lequel on produit une 
preparation enrichie en diol (R), et, & Tissue de la reaction d'hydrolyse, on separe Tepoxyde 
(S) du diol (R), et Ton recupere ce dernier. 

5 19- Procede selon Tune des revendications 1 a 13, dans lequel on produit une 

preparation enrichie en diol (S), et, a Tissue de la reaction d'hydrolyse, on separe Tepoxyde 
(R) du diol (S), et Ton recupere ce dernier. 

20- Procede selon Tune des revendications 1 a 11 et 13, dans lequel on effectue 
10 une hydrolyse d'epoxyde avec un coefficient d'6nantioselectivite inferieur a 10. 

21- Procede selon la revendication 20, dans lequel on effectue Thydrolyse des 
isomdres (R) et (S) et Ton produit un diol rac§mique ou non racemique. 

15 22- Procede selon Tune quelconque des revendications 1 a 21, dans lequel 

Tepoxyde est en solution dans un solvant organique miscible a Teau. 

23- Procede selon la revendication 22, dans lequel ce solvant est choisi 'parmi le 
dimethylsulfoxyde, le dimethylformamide, Tacetone, le tetrahydrofurane, le dioxane, le 

20 propanol, et leurs melanges. 

24- Proc§de selon Tune quelconque des revendications 1 a 21, dans lequel 
Tepoxyde est en solution dans un solvant organique non miscible a Teau. 

25 25- Procede selon la revendication 24, dans lequel ce solvant est choisi parmi Tiso- 

octane, Thexane, les cycloalcanes, les aromatiques et leurs melanges. 

26- Procede selon la revendication 24 ou 25, dans lequel une emulsion est formee 
entre la solution organique d'epoxyde et une solution aqueuse de la proteine a activite EH. 

30 

27- Procede selon Tune quelconque des revendications 1 a 26, dans lequel la 
proteine a activite EH est en solution aqueuse. 

28- Procede selon Tune quelconque des revendications 1 a 12 et 14 a 20, pour 
35 produire un exces enantiomerique en epoxyde (R) ou (S) superieur ou egal a 97 %. 
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29- Procede selon Tune quelconque des revendications 1 a 19, dans lequel on 
produit une preparation enantiopure ou enantiomeriquement enrichie en epoxyde ou diol (R) 
ou (S), I'epoxyde ou le diol etant unproduit pharmaceutique, phytosanitaire ou agrochimique 
ou un intermediate de produit pharmaceutique, phytosanitaire ou agrochimique. 
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LISTB DE SEQUENCES 



<110> RHODIA CHIMIE 
5 CENTRE NATIONAL DE LA RECHERCHE SCIENTIFIC QUE 

<120> PROCEDE DE TRANSFORMATION D'EPOXYDES PORTEURS DE GROUPES 
TRIFLUOROMETHYLE 

10 <130> BFF 03P0374 

<140> 
<141> 

15 <160> 2 

<170> Patent In Ver. 2.1 

<210> 1 

20 <211> 1197 

<212> ADN 

<213> Aspergillus niger 

<220> 
25 <221> CDS 

<222> (1) . . (1197) 

Sequence nucleotide que SEQ ID NO : 1 

<400> 1 

30 atg tec get ccg ttc gec aag ttt ccc teg teg 
Met Ser Ala Pro Phe Ala Lys Phe Pro Ser Ser 
15 10 

aat cct ttc acg gtc tct ate ccg gat gaa cag 
35 Asn Pro Phe Thr Val Ser He Pro Asp Glu Gin 

20 25 

ace etc gtc cga ctg tec aag att get cct ccc 
Thr Leu Val Arg Leu Ser Lys He Ala Pro Pro 

40 35 40 

caa gcg gat ggc egg ttt ggc ate act tct gaa 
Gin Ala Asp Gly Arg Phe Gly He Thr Ser Glu 
50 ~ 55 

45 

egg gag aaa tgg etc teg gag ttt gac tgg cga 
Arg Glu Lys Trp Leu Ser Glu Phe Asp Trp Arg 
65 70 75 

50 ctg aac tct ttc cct cag ttt act aca gag ate 
Leu Asn Ser Phe Pro Gin Phe Thr Thr Glu He 
85 90 

cac ttt get get etc ttc tec gag agg gag gat 
55 His Phe Ala Ala Leu Phe Ser Glu Arg Glu Asp 
100 105 

ttg etc cat ggt tgg ccc ggc age ttc gtt gag 
Leu Leu His Gly Trp Pro Gly Ser Phe Val Glu 
60 115 120 



gcg age att teg cct 4 8 
Ala Ser He Ser Pro 
15 

ttg gat gac ttg aaa 96 
Leu Asp Asp Leu Lys 
30 

ace tat gag age ctg 144 
Thr Tyr Glu Ser Leu 
45 

tgg ctg aca act atg 192 
Trp Leu Thr Thr Met 
60 

cca ttt gaa get cga 240 
Pro Phe Glu Ala Arg 
80 

9^g ggt etc acg att 2 88 
Glu Gly Leu Thr He 
95 

get gtg cct ate gca 33 6 
Ala Val Pro He Ala 
110 

ttc tac cca ate ctg 384 
Phe Tyr Pro He Leu 
125 
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30 



45 



50 



55 



cag eta ttc egg gag gag tac acc cct gag act ctg cca ttc cat ctg 432 
Gin Leu Phe Arg Glu Glu Tyr Thr Pro Glu Thr Leu Pro Phe His Leu 
130 135 140 



gtt gtt ccg tec ctt cct ggg tat act ttt tea tct ggt ccc ccg ctg 
Val Val Pro Ser Leu Pro Gly Tyr Thr Phe Ser Ser Gly Pro Pro Leu 
145 150 155 160 
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10 gac aag gac ttc ggc ttg atg gac aac gec egg gtc gta gac cag ttg 528 
Asp Lys Asp Phe Gly Leu Met Asp Asn Ala Arg Val Val Asp' Gin Leu 
165 170 175 

atg aag gac etc ggg ttc gga agt ggt tat att att cag gga ggt gat 576 
15 Met Lys Asp Leu Gly Phe Gly Ser Gly Tyr He lie Gin Gly Gly Asp 
180 185 190 

att ggt age ttt gtt gga cga ctg ttg ggc gtg ggt ttc gac gec tgc 624 
He Gly Ser Phe Val Gly Arg Leu Leu Gly Val Gly Phe Asp Ala Cys 
20 195 200 205 



aaa gcg gtt cat ttg aac ctg tgc gca atg agg get ccc cct gag ggc 672 
Lys Ala Val His Leu Asn Leu Cys Ala Met Arg Ala Pro Pro Glu Gly 
210 215 220 



ccg tea att gag age ttg tec gca gcg gag aag gag gga ate gcg cga 
Pro Ser He Glu Ser Leu Ser Ala Ala Glu Lys Glu Gly He Ala Arg 
225 230 235 240 
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atg gag aag ttc atg acc gat ggc tta get tat gee atg gag cac agt 768 
Met Glu Lys Phe Met Thr Asp Gly Leu Ala Tyr Ala Met Glu His Ser 
245 250 255 

act egg ccc agt act att ggc cac gtg ctg tec age agt ccg ate gca 816 
35 Thr Arg Pro Ser Thr He Gly His Val Leu Ser Ser Ser Pro He Ala 
260 265 270 

tta ctt gca tgg att ggt gag aaa tat etc caa tgg gtg gat aaa ccc 864 
Leu Leu Ala Trp He Gly Glu Lys Tyr Leu Gin Trp Val Asp Lys Pro 
40 275 280 285 

etc cct tct gag acc ate etc gag atg gtg age ctg tat tgg ctg acg 912 
Leu Pro Ser Glu Thr He Leu Glu Met Val Ser Leu Tyr Trp Leu Thr 
290 295 300 



gaa agt ttc ccg egg gca att cat acc tac cgc gag act acc cca act 960 
Glu Ser Phe Pro Arg Ala He His Thr Tyr Arg Glu Thr Thr Pro Thr 
305 310 315 320 

gec tec get ccc aat gga gcg aca atg ctt cag aag gaa tta tat att 1008 
Ala Ser Ala Pro Asn Gly Ala Thr Met Leu Gin Lys Glu Leu Tyr He 
325 330 " 335 

cac aag ccg ttt ggg ttc tec ttc ttc ccc aag gac ctt tgt cct gtg 1056 
His Lys Pro Phe Gly Phe Ser Phe Phe Pro Lys Asp Leu Cys Pro Val 
340 345 " 350 



cct egg age tgg att get aca acg gga aat eta gta ttc ttc egg gat 1104 
Pro Arg Ser Trp He Ala Thr Thr Gly Asn Leu Val Phe Phe Arg Asp 
60 355 360 365 
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cat gca gag gga gga cac ttt gcc gca ttg gag cgt cca cgc gag ctg 1152 
His Ala Glu Gly Gly His Phe Ala Ala Leu Glu Arg Pro Arg Glu Leu 
370 375 380 

5 aag acc gac ctg aca gca ttt gtc gag cag gtg tgg cag aag tag 1197 
Lys Thr Asp Leu Thr Ala Phe Val Glu Gin Val Trp Gin Lys 
385 390 395 

10 Sequence peptidique SEQ ID NO : 2 

<210> 2 
<211> 399 
<212> 

<213> Aspergillus niger 



15 



25 



40 



55 



<400> 2 

Met Ser Ala Pro Phe Ala Lys Phe Pro Ser Ser Ala Ser lie Ser Pro 
15 10 15 



20 Asn Pro Phe Thr Val Ser lie Pro Asp Glu Gin Leu Asp Asp Leu Lys 

20 25 30 



Thr Leu Val Arg Leu Ser Lys Xle Ala Pro Pro Thr Tyr Glu. Ser Leu 
35 40 45 

Gin Ala Asp Gly Arg Phe Gly lie Thr Ser Glu Trp Leu Thr Thr Met 
50 55 60 



Arg Glu Lys Trp Leu Ser Glu Phe Asp Trp Arg Pro Phe Glu Ala Arg 
30 65 70 75 80 ; f 

i 

Leu Asn Ser Phe Pro Gin Phe Thr Thr Glu lie Glu Gly Leu Thr lie 
85 90 95 

i > 

35 His Phe Ala Ala Leu Phe Ser Glu Arg Glu Asp Ala Val Pro lie Ala V' 
100 105 110 

Leu Leu His Gly Trp Pro Gly Ser Phe Val Glu Phe Tyr Pro lie Leu 
115 120 125 . 



Gin Leu Phe Arg Glu Glu Tyr Thr Pro Glu Thr Leu Pro Phe His Leu 
13 0 135 140 



Val Val Pro Ser Leu Pro Gly Tyr Thr Phe Ser Ser Gly Pro Pro Leu 
45 145 150 155 160 

Asp Lys Asp Phe Gly Leu Met Asp Asn Ala Arg Val Val Asp Gin Leu 
165 170 175 

50 Met Lys Asp Leu Gly Phe Gly Ser Gly Tyr lie lie Gin Gly Gly Asp 
180 185 190 



lie Gly Ser Phe Val Gly Arg Leu Leu Gly Val Gly Phe Asp Ala Cys 
195 200 2 05 

Lys Ala Val His Leu Asn Leu Cys Ala Met Arg Ala Pro Pro Glu Gly 
210 215 220 



Pro Ser He Glu Ser Leu Ser Ala Ala Glu Lys Glu Gly He Ala Arg 
60 225 230 235 240 
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Met Glu Lys Phe Met Thr Asp Gly Leu Ala Tyr Ala Met Glu His Ser 
245 250 255 

Thr Arg Pro Ser Thr He Gly His Val Leu Ser Ser Ser Pro He Ala 
260 265 270 

Leu Leu Ala Trp He Gly Glu Lys Tyr Leu Gin Trp Val Asp Lys Pro 
27 5 280 285 

Leu Pro Ser Glu Thr He Leu Glu Met Val Ser Leu Tyr Trp Leu Thr 
290 295 300 

Glu Ser Phe Pro Arg Ala He His Thr Tyr Arg Glu Thr Thr Pro Thr 
305 310 315 320 

Ala Ser Ala Pro Asn Gly Ala Thr Met Leu Gin Lys Glu Leu Tyr He 
325 330 

His Lys Pro Phe Gly Phe Ser Phe Phe Pro Lys Asp Leu Cys Pro Val 
340 345 350 

Pro Arg Ser Trp Tie Ala Thr Thr Gly Asn Leu Val Phe Phe Arg Asp 
355 360 365 

His Ala Glu Gly Gly His Phe Ala Ala Leu Glu Arg Pro Arg Glu Leu 
370 375 380 

Lys Thr Asp Leu Thr Ala Phe Val Glu Gin Val Trp Gin Lys 
385 390 395 
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